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ABREVIATIONS
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
AMV : Avian Myeloblastis Virus
ANRS : Agence Nationale de Recherche sur le SIDA
ARN : Acide RiboNucléique
ARV : Antirétroviraux
AZT : 3’-azido-2’,3’-dideoxythymidine
CDC : Center of Disease Control
cds : coding sequence
CD4 : Cluster of Differenciation
CMH: Complexe Majeur d'Histocompatibilité
CMV : CytoMegaloVirus
CRF : Circulating Recombinant Form
CTL : Cytotoxic T Lymphocytes
ddC : 2’,3’-dideoxycytidine
ddI : 2’,3’-dideoxyinosine
d4T : 2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoxythymidine
DEIA : DNA Enzyme Immuno-Assay
DMSO : DiMethyl SulfOxide
dNTP : Didéoxy Nucleotide TriPhosphate
ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
gp : glycoprotéine
HAART : Highly Active Antiretroviral Therapy
HIV : Human Immunodeficiency Virus
HLA: Human Leukocyte Antigen
HMA : Heteroduplex Mobility Assay
HSV : Herpes Simplex Virus
HTLV : Human T-cell Leukemia Virus
INRT : Inhibiteur Nucléosidique de la Reverse Transcriptase
INNRT: Inhibiteur Non-Nucléosidique de la Reverse Transcriptase
IC: Inhibitory Concentration
IP : Inhibiteur de la Protéase
LAV : Lymphadenopathy AIDS Virus
LiPA : LIne Probe Assay
LTR : Long Terminal Repeat
MHA : Multi-region Hybridation Assay
MIP1 : Macrophage Inflammatory Protein
M-MuLV : Moloney Murine Leukemia Virus
MVA : Modified Vaccinia Ankara
NEM : Nucleotide Excision Mutations
NIH : National Institute of Health
NSI : Non-Syncytium Inducing
ONG: Organisations Non Gouvernementales
ONUSIDA : Organisation des Nations Unies sur le SIDA
pb : paires de bases
PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells
PCR : Polymerase Chain Reaction
PHA : PhytoHémAgglutinine
RANTES : Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and presumably Secreted
RDC : République Démocratique du Congo
RT : Reverse Transcriptase
RVA : Recombinant Vector Assay
SDF-1 : Stromal Derived Factor 1
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SI : Syncytium Inducing
SIDA : Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise
SIV : Simian Immunodeficiency Virus
SVF : Sérum de Veau Fœtal
TCID50 : Tissue Culture Infectious Dose 50%
VZV : Varicella Zoster Virus
3TC : 2’-deoxy-3’-thiacytidine
LES ACIDES AMINES
Code à 3 lettres Code à une lettre
Alanine Ala A
Arginine Arg R
Asparagine Asn N
Acide aspartique Asp D
Cystéine Cys C
Acide glutamique Glu E
Glutamine Gln Q
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine Ile L
Leucine Leu L
Lysine Lys K
Méthionine Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Tryptophane Trp W
Tyrosine Tyr Y
Valine Val V
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I- GENERALITES
1. Historique: découverte du HIV
En 1981, M. Gottlieb est amené à observer une pneumonie à Pneumocystis carinii
chez un sujet masculin jeune sans antécédents médicaux notables à Los Angeles, présentant
un effondrement d’une sous-population lymphocytaire jouant un rôle majeur dans
l’orchestration des défenses immunitaires: les lymphocytes T CD4 [103]. En quelques
semaines, aussi bien à Los Angeles qu’à New York, d’autres cas de pneumocystoses parfois
associés à un sarcome de Kaposi (jusqu’ici exceptionnel en Amérique du Nord et en Europe)
vont être répertoriés chez des hommes jeunes tous homosexuels. Le CDC (Center of Disease
Control) va rapidement confirmer l’émergence de pneumocystoses chez des sujets
homosexuels à partenaires multiples et présentant en outre des pneumonies à CMV
(CytoMegaloVirus), des encéphalites à toxoplasmes et/ou à CMV, des résurgences sévères
d’HSV (Herpes Simplex Virus) et/ou de VZV (Varicella-Zoster Virus), des sarcomes de
Kaposi… Infections opportunistes et/ou cancer apparaissent à la suite d’une
immunodépression liée à l’effondrement des lymphocytes T CD4. Le terme de SIDA
(Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise) va être retenu. Dans la mesure où, à cette époque,
le SIDA concerne uniquement des homosexuels très actifs utilisant des drogues contenant du
nitrite d’amyle, la première hypothèse physiopathologique pour expliquer la déplétion
lymphocytaire va être la toxicité de ce composé pour les lymphocytes T CD4. Mais très vite,
des cas de SIDA ont été observés aux Etats-Unis chez des polytransfusés, des héroïnomanes
et des Haïtiens. Une nouvelle hypothèse apparaît, celle d’un agent infectieux transmissible par
le sang et les relations sexuelles.
Le découvreur du HTLV (Human T-cell Leukemia Virus), R. Gallo, est longtemps
persuadé que l’éventuel agent viral responsable du SIDA est proche du HTLV-I, virus
entraînant une prolifération de lymphocytes T CD4. Cependant l’agent du SIDA a un effet
inverse; R. Gallo suppose qu’un variant ou mutant du HTLV-I peut avoir perdu son pouvoir
transformant au profit de propriétés cytolytiques; cette hypothèse est confortée par le fait que
des indicateurs de présence du HTLV-I sont positifs chez des sujets haïtiens développant un
SIDA. C’est en 1983, dans le laboratoire de L. Montagnier, que va être isolé pour la première
fois le virus responsable du SIDA, à partir de cellules d’un ganglion, prélevé chez un sujet
homosexuel de retour des Etats-Unis et présentant des lymphadénopathies, en amont du SIDA
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[22, 45]. Il s’agit d’un nouveau rétrovirus, baptisé LAV (Lymphadenopathy AIDS Virus). En
1984, R. Gallo isole à son tour le virus du SIDA, toujours persuadé qu’il existe une filiation
entre ce virus et les virus HTLV-I et HTLV-II, il le dénomme HTLV-III. L’équipe de J. Lévy
à San Francisco isole également le virus du SIDA, sous le nom de ARV (AIDS related virus)
[162]. Pour clarifier, le comité de nomenclature international des virus établit un consensus
sous le terme HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus) [227]. Des études ont indiqué que le
HIV-1 est tout à fait distinct des HTLV et qu’il s’agit, non pas d’un oncovirus, mais d’un
lentivirus. En 1986, l’équipe de L. Montagnier isole chez deux patients portugais hospitalisés
à Lisbonne après un long séjour en Guinée Bissau, et présentant un SIDA, un virus apparenté
au HIV-1 mais différent au niveau de ses protéines de surface: HIV-2 [49].
2. Famille et origine du HIV
Les HIV appartiennent à la famille des rétrovirus, largement répandus parmi les
diverses espèces animales, et sont définis essentiellement par leur mode de réplication [51].
Les rétrovirus possèdent un ARN de haut poids moléculaire transcrit en un ADN dit proviral
grâce à une enzyme contenue dans le virion et caractéristique de cette famille: la reverse
transcriptase (RT). Cet ADN s’intègre alors dans le génome d’une cellule hôte, où il se
répliquera.
La famille des rétrovirus est divisée en trois sous-groupes suivant leur pouvoir
pathogène, mais aussi selon des paramètres phylogénétiques:
¾ les spumavirus, identifiés chez de nombreux mammifères, ne semblent associés à
aucune pathologie connue chez l’homme et l’animal.
¾ les oncovirus à ARN, rétrovirus les plus répandus, sont associés à des tumeurs et
leucémies. Les HTLV (Human T cell Leukemia Virus) sont des oncovirus capables de
transformer des lymphocytes T CD4+ in vitro.
¾ les lentivirus sont des virus provoquant des pathologies à évolution lente. Ils sont
retrouvés chez de nombreux mammifères (mouton, chat, cheval…) et notamment chez
les primates non-humains, dénommés SIV (Simian Immunodeficiency Virus). Les
lentivirus de primates sont actuellement répartis en 6 lignées phylogénétiques
distinctes: SIVsm (sooty mangabey), SIVcpz (chimpanzee), SIVagm (african green
monkey), SIVsyk (syke’s monkey), SIVmnd1 (mandrill) associé au SIVlhoest et
SIVsun, et SIVcol (colobus) [59].
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Figure 1. Arbre phylogénique des HIV et des principales lignées des SIV (gène pol) [59].
La plupart de ces SIV infectent naturellement l’hôte sans engendrer de pathologie,
mais le transfert d’une espèce donnée à une autre peut le rendre pathogène (cas des macaques
infectés en captivité par des "sooty mangabeys").
L’origine simienne des HIV a été mise en évidence, par la similarité de l’organisation
du génome viral (HIV/SIV), les liens phylogénétiques, la prévalence de l’hôte naturel, la
coïncidence géographique et les voies plausibles de transmission [94, 108]. Les infections par
HIV ont résulté de plusieurs événements de transmission inter-espèces.
Le HIV-2 a été le premier à être décrit comme le résultat d’une transmission
zoonotique du SIVsm. Notamment, le HIV-2 et le SIVsm présentent une structure génétique
identique avec un gène accessoire vpx. De plus, ils sont retrouvés dans la même région
géographique: l’Afrique de l’Ouest. En revanche, le HIV-1 provient d’un réservoir différent,
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le chimpanzé; les deux virus HIV-1 et SIVcpz présentent une structure génétique identique
contenant un gène accessoire particulier, vpu [59, 94, 108].
L’épidémie du HIV-1 apparaît être originaire de l’Afrique centrale du fait de la co-
circulation des 3 groupes du HIV-1 (M, O et N) dans les populations humaines, de
l’importante diversité des isolats HIV-1, et de la présence de chimpanzés Pan troglodytes
troglodytes infectés par des virus apparentés [94, 225].
A partir de sérothèques africaines, il a été affirmé que le HIV-1 était déjà présent chez
l’homme en Afrique centrale en 1959 [316]. De plus, des calculs phylogénétiques
informatisés à partir de séquences des gènes de l’enveloppe et de gag ont estimé la date de
l’ancêtre commun du groupe M à 1931 (1915-41) [148, 241]. De même, l’ancêtre commun le
plus récent du HIV-2 a été estimé présent dans les années 1940 [160].
3. Structure
Le HIV possède 2 molécules d’ARN identiques associées à la RT dans un "core"
cylindrique composé d’une protéine p24 (de 24 kilodaltons). La p17 (MA, matrice) est située
entre le "core" et l’enveloppe; l’enveloppe, émanation de la membrane cytoplasmique
cellulaire, porte des glycoprotéines virales: gp41 en position transmembranaire et gp120 à la
surface du virus; cette gp120 permettra la fixation du virus à son récepteur cellulaire.
Figure 2. Schéma de l’organisation du génome viral (a), des fonctions des protéines virales (b)
et de la structure du virion (c).
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b. Bref récapitulatif des différents gènes et protéines du HIV-1 et leurs fonctions.
Gène/Protéine Fonctions
p17
Protéine de matrice (MA) intervenant dans le
bourgeonnement du virion
p24
Protéine de capside (CA) conduisant l’assemblage de
la particule virale
gag
("group
antigen")
p15 (p6/p7)
Protéine de nucléocapside (NC), empaquetage de
l’ARN et stabilité des particules virales
p12
Protéase essentielle dans la maturation de la particule
virale
p66/p51 RT transcrit l’ARN viral en ADN proviral
pol
(polymérase)
p32
Intégrase conduisant à l’intégration du provirus dans
le génome de la cellule hôte
gp120 Fixation au récepteur CD4
Gènes de
structure
env
(enveloppe) gp41 Implication dans la fusion des membranes
vif p23 Rôle dans l’infectiosité
vpr p15 Rôle dans la vitesse de réplication
tat p14
Transactivateur transcriptionnel. Régulation positive
(taux d’ARNm et production de virus)
rev p19
Transactivateur post-transcriptionnel. Régulation
positive (transport d’ARNm vers le cytoplasme,
permettant la traduction)
nef p27
Régulation négative. Sous-régulation du CD4 et CMH
I
Gènes
accessoires
vpu p16 Rôle dans la maturation des particules virales
Région
promotrice
LTR
(Long Terminal Repeat)
Initiation et régulation de l’expression des gènes
viraux
a. Structure du génome du HIV-1.
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c. Schéma de la particule virale mature du HIV [52]
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4. Cycle de réplication
Après fixation de la gp120 sur la molécule cellulaire CD4, la particule virale pénètre
dans la cellule par fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cytoplasmique. L’ARN est
libéré et transcrit en un ADN double brin complémentaire par la RT. Cette étape de
transcription inverse se caractérise par un grand nombre d’erreurs de recopiage [220], se
traduisant par l’apparition de mutations ponctuelles, de délétions ou d’insertions, voire de
recombinaison entre deux génomes présents dans la même cellule [126]. Il en résulte une
variabilité génétique très marquée du virus, y compris au sein d’un seul et même individu où
co-existent de nombreuses "quasi-espèces". L’ADN double brin s’intègre dans les
chromosomes cellulaires grâce à l’intégrase, enzyme virale. A partir de cette étape, le génome
viral existe donc sous la forme d’un ADN intégré ou provirus encadré de deux séquences
répétées (LTR) et se comporte comme un ensemble de gènes cellulaires.
L’absence plus ou moins complète d’expression à partir de l’ADN intégré définit la
latence. L’expression des gènes viraux de structure initie le cycle de production virale et
survient essentiellement dans des cellules activées. La transition de la latence à la
multiplication virale fait intervenir non seulement les phénomènes d’activation cellulaire mais
également les gènes de régulation viraux (tat et rev). Les protéines codées par les gènes
structuraux s’auto-assemblent et s’associent à l’ARN génomique transcrit à partir du provirus
pour former des précurseurs de particules virales. Celles-ci sortent de la cellule par un
processus de bourgeonnement à partir de la membrane cytoplasmique, ce qui permet
l’acquisition de l’enveloppe, subissent un processus de maturation et sont susceptibles
d’infecter d’autres cellules ayant le récepteur CD4.
Figure 3. Principales étapes du cycle de réplication du HIV
(http://www.uct.ac.za/depts/mmi/jmoodie/hiv2.html).
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5. Cellules cibles et physiopathologie de l’infection par HIV
Le HIV parasite le système immunitaire en utilisant à son propre compte diverses
molécules de ce système. La sélectivité du tropisme du HIV et la sévérité du déficit
immunitaire induit par l’infection sont liées en grande partie à l’interaction spécifique entre la
glycoprotéine de l’enveloppe du HIV, la gp120, et la molécule CD4, récepteur de haute
affinité au HIV. La molécule CD4 est une protéine membranaire exprimée en forte quantité à
la surface des lymphocytes T auxiliaires. Ceux-ci sont responsables de l’initiation de la
réponse T auxiliaire et de l’amplification des diverses fonctions du système immunitaire. La
molécule CD4 est également exprimée, bien qu’à moindre degré, sur les cellules
présentatrices d’antigènes: monocytes, macrophages, cellules dendritiques, microgliales et de
Langerhans. Toute cellule humaine dotée de CD4 est capable de fixer le HIV, même si
l’interaction CD4/gp120 n’est pas toujours suffisante pour permettre l’infection. Le HIV, par
son tropisme pour le CD4, infecte ainsi les cellules centrales du système immunitaire.
Des co-récepteurs, en association avec le récepteur CD4, sont nécessaires pour l’entrée
du virus dans la cellule, CCR5 et CXCR4 [7, 46, 69, 87]. Ces co-récepteurs sont des
récepteurs à chimiokines, membre de la superfamille des cytokines et sont classés suivant la
séparation des cystéines conservées, soit par un acide aminé (CXC ou _-chimiokines) soit par
aucun (CC ou `-chimiokines). Le CCR5 est le co-récepteur pour les souches virales à
tropisme macrophagique, il est un récepteur naturel pour les chimiokines MIP1_/` et
RANTES. Le CXCR4 est le co-récepteur pour les souches virales à tropisme lymphocytaire
T, il a pour ligand naturel la chimiokine SDF-1. Il est suggéré que la primo-infection se fait
avec des souches à tropisme macrophagique (M) puis que, au fur et à mesure des cycles de
réplication et des mutations virales, les souches acquièrent un tropisme pour les lymphocytes
T. La nature et l’intégrité des co-récepteurs sur les cellules cibles peuvent être des
déterminants importants de la progression de la maladie. Des données d’études génétiques
indiquent que des sujets homozygotes pour une délétion (632) du gène CCR5 ne seraient pas
infectables par le HIV-1 (1% de la population caucasienne) [243], hormis quelques cas.
Quelques patients 632/632 ont été reportés à développer la maladie, avec un rapide déclin des
CD4 [27, 258]. Les isolats HIV-1 provenant de ces patients utilisent exclusivement le co-
récepteur CXCR4. Les sujets hétérozygotes pour 632 seraient infectables, mais évolueraient
moins rapidement vers la maladie.
L’usage du co-récepteur dicte le phénotype biologique [25, 61]; ainsi les souches
utilisant CXCR4 (X4) induisent la formation de syncytia (SI, Syncytium Inducing), alors que
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les souches utilisant CCR5 (R5) n’induisent la formation de syncytia (NSI, Non-Syncytium
Inducing). Certains isolats sont à double tropisme M et T, avec l’usage des 2 co-récepteurs
(R5X4). La primo-infection est limitée aux souches avec un phénotype R5/NSI, et les variants
X4/SI généralement évoluent durant la phase chronique. L’évolution des variants SI coïncide
avec une perte accélérée de 2 à 4 fois des cellules T CD4+, donc avec la progression de la
maladie [232].
6. Différents stades de la maladie
Le CDC a classé en différents stades:
¾ la primo-infection (stade I) souvent inaperçue, correspondant à un syndrome pseudo-
grippal
¾ le portage asymptomatique (stade II); le sujet est séropositif, il peut transmettre le
virus, il n’a aucun signe clinique, mais présente déjà des signes biologiques (anticorps
p24, diminution du taux de CD4…). Le stade III correspond aux lymphadénopathies
chroniques.
¾ le stade IV est celui des signes cliniques ou des pathologies associées (infections
opportunistes): stade du SIDA.
Figure 4. Marqueurs sérologiques des différentes étapes de l’infection par HIV
(D’après la brochure Le Sida, la maladie et son diagnostic, publiée par les laboratoires Wellcome).
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7. Situation mondiale de l’épidémie
A la fin 2002, 42 millions d’individus ont été estimés vivant avec le HIV, dont 29,4
millions en Afrique subsaharienne. Le taux de prévalence d’infection par HIV-1 est de 8,8%
chez les adultes en Afrique subsaharienne et 3,5 millions de nouveaux cas d’infections par
HIV ont été observés en 2002.
Figure 5. Prévalences (%) des infections par HIV de la population adulte dans le monde
[198].
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II- DIVERSITE GENETIQUE DU HIV
1. Origine de la diversité génétique du HIV
Le HIV a une forte aptitude à muter au sein d’un individu infecté, induisant ainsi une
population de variants pouvant être très hétérogène selon le stade clinique et la durée de la
maladie [297]. La principale actrice de cette variabilité intra-patient est la reverse
transcriptase (RT), mais d’autres phénomènes participent à cette diversité, tels le haut taux de
réplication à l’intérieur d’une cellule, propageant ainsi ces mutations, l’aptitude du HIV à la
recombinaison et également les pressions sélectives.
1.1 Faible fidélité de la reverse transcriptase (RT) et rapide "turn-over" du HIV
La RT, codée par le gène pol, est une enzyme virale associée aux molécules d’ARN
dans la nucléocapside. C’est une ADN polymérase ARN dépendante, ne possédant pas
d’activité 3’-5’ exonucléasique, ainsi l’enzyme n’a pas de système de corrections des erreurs
qu’elle commet. Preston et al ont montré que la RT de HIV-1 introduit des erreurs de
substitutions de bases dans l’ADN d’un bactériophage phi X174 amber 3 plus fréquemment
(1/2000 à 1/4000) que les RT des virus AMV (Avian Myeloblastis Virus) (1/9000 et 1/17000)
et M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) (1/30000) [220]. Ils ont également mis en
évidence que la RT du HIV-1 catalyse des "mismatches" nucléotidiques, par exemple, pour
l’adénine, avec une spécificité de A:C>A:G>A:A. Le haut taux d’erreurs de cette RT in vitro
reflète approximativement 5 à 10 erreurs par cycle de réplication du HIV-1 in vivo. Ainsi les
erreurs d’incorporations des nucléotides par la RT sont en grande partie responsable de
l’hypermutabilité du HIV. Une autre étude montre que ce taux serait surévalué, ne reflétant
pas une réalité in vivo, Mansky et al évaluent ce taux à 3,4.10-5 mutations par paire de base
par cycle, pouvant s’expliquer par la présence de protéines codées par les gènes accessoires et
des mécanismes de réparation de l’ADN de la cellule absents des tests in vitro [173].
Les erreurs dues à la RT sont d’autant plus nombreuses que le "turn-over" viral est
rapide [119, 210, 297]. Le taux de réplication du HIV in vivo est estimé à 109 à 1010 virions
produits par jour. Au sein d’un même individu, existe une variabilité intrinsèque du HIV, avec
une multitude de variants légèrement divergents les uns des autres de 1 à 5% (nommés "quasi-
espèces").
Diversité génétique du HIV
24
1.2 La recombinaison
La RT est aussi douée d’une forte capacité à la recombinaison [126, 235]. Du fait de 2
copies d’ARN présentes dans le virion, il est possible à la RT de "switcher" d’une copie à
l’autre durant la synthèse d’ADN. Il a été estimé que le virus recombinait 2,8 fois par cycle de
réplication [319]. Des événements de recombinaison homologue ont lieu dans des cellules
infectées par des virions hétérozygotes, créant des virus mosaïques si les 2 ARN encapsidés
ensemble proviennent de 2 souches génétiquement divergentes.
Tout d’abord, il a été pensé qu’un virus primaire interférait pour bloquer ou sous-
réguler les récepteurs cellulaires de l’hôte lors de la surinfection d’une souche secondaire. De
même, la réponse immunitaire a été reportée à interférer avec la surinfection, notamment la
réponse par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) CD8+ [8, 21]. Puis, les co-infections sont
devenues rapidement évidentes, notamment avec les cas d’un patient en séroconversion
infecté par plusieurs souches de sous-type B [318] et d’un patient thaïlandais infecté par 2
sous-types B et E [308]. D’autres combinaisons de doubles infections avec des souches HIV-1
distinctes ont été reportées dans les pays où co-circulent ces sous-types, B et C, B et D, B et F
au Brésil [226], A et D en Ouganda [23]… De plus, les virus recombinants sont nombreux,
démontrant également la haute fréquence de multi-infections.
Les sites préférentiels de recombinaison du HIV, s’ils existent, restent incertains. Des
points "hot spot" sont trouvés, ils seraient localisés au niveau des structures secondaires de
l’ARN retardant le mouvement de la polymérase [125, 190]. Des sites de recombinaison sont
distribués tout le long du génome du HIV-1, avec une fréquence plus élevée dans le gène env
[223, 224].
Tableau 1. Pourcentages de points de recombinaison au niveau des différents gènes du HIV-1,
compilés à partir de tous les recombinants caractérisés [223].
LTR gag pol
Gènes
accessoires
env nef
Pourcentage de points de
recombinaison
7,4% 24,7% 19,7% 11,1% 34,6% 2,5%
1.3 Pressions de sélection
La présence de tel ou tel variant est principalement dictée par son environnement
sélectif, propice à son maintien. Tout d’abord, un variant ne subsistera que s’il est capable de
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se répliquer, les mutations ne doivent donc conduire à des protéines non-fonctionnelles pour
être sélectionnées. Sont distingués deux types de sélection: les pressions négatives et
positives. Les pressions dites négatives favorisent les mutations synonymes ou silencieuses,
n’entraînant pas de changement d’acide aminé mais seulement une variation sur le matériel
génétique. Cette catégorie de mutations est fréquente sur les gènes codant les enzymes (pol)
devant conserver leur site catalytique et leurs sites de liaison au substrat, ainsi ces gènes sont
les plus conservés [144]. En ce qui concerne les gènes codant les protéines de structure (gag),
les zones d’interaction entre protéines doivent être conservées pour pouvoir former la matrice
et la capside de la particule virale. Par opposition, les pressions positives favorisent les
substitutions d’acide aminé (mutations non-synonymes). La variabilité très marquée dans le
gène de l’enveloppe, en particulier celui codant la gp120, est en partie une réponse à la
pression du système immunitaire [153]. De plus, les protéines codées par env sont moins
sensibles dans leur fonction aux substitutions d’acides aminés. Ce phénomène permet au virus
d’échapper, en induisant des changements dans les épitopes viraux accessibles, à la
neutralisation exercée par les anticorps et les lymphocytes T cytotoxiques.
D’autre part, les antirétroviraux exercent une pression sélective. Ils sont capables de
sélectionner des variants HIV résistants à eux-mêmes, le variant sélectionné résistant peut
ainsi se maintenir au sein de l’organisme, en échappant à l’inhibition des molécules
antirétrovirales.
2. Classification et épidémiologie moléculaire des HIV
2.1 Génotypes
2.1.1 Types et groupes du HIV
Parmi le HIV, sont distingués HIV-1 et HIV-2, représentant une transmission
zoonotique provenant de deux sources différentes, à savoir le chimpanzé et le "sooty
mangabey", respectivement [94]. L’épicentre initial de l’infection par le HIV-1 et HIV-2
serait l’Afrique centrale et l’Afrique de l’Ouest, habitat naturel des 2 sources zoonotiques. Les
prévalences du HIV-2 retrouvé principalement en Afrique de l'Ouest sont stables et tendent à
décroître [246]; en revanche, la prévalence du HIV-1 augmente dans cette même région [276].
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Le HIV-1 est répandu à travers l'Afrique et des lignées (sous-types) particulières de ce
groupe se sont propagées dans le monde entier, rendant ainsi le HIV-1 globalement
prédominant. Au sein même du HIV-1, l’analyse phylogénétique de nombreuses souches
d’origines géographiques diverses a révélé 3 groupes distincts: le groupe M ("major"), le
groupe O ("outlier") et le groupe N ("new", ou "non-M et non-O") [178, 207]. Le groupe N
apparaît équidistant des groupes M et O, alors que des distances génétiques plus longues
séparent ces 2 derniers groupes (jusqu’à 50%) [261].
Figure 6. Arbre phylogénétique illustrant les trois groupes du HIV-1: M, N et O (génome quasi-
complet).
2.1.2 Le groupe M: nomenclature et répartition géographique
Le groupe M est responsable de la pandémie mondiale. Il peut être divisé en 9 sous-
types (A, B, C, D, F, G, H, J et K) [234]. Un sous-type est dit pur si l’analyse génétique de la
souche identifie le même sous-type sur tout le génome. Un nouveau sous-type peut être décrit
si 3 souches non liées épidémiologiquement sont caractérisées sur le génome entier [234]. Les
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différents sous-types sont équidistants entre eux. Au niveau de la séquence nucléotidique du
gène env, la divergence intra-sous-types des HIV-1 varie entre 5 à 20%, alors que les virus de
différents sous-types diffèrent de 20 à 35%. Il est également possible de distinguer, au sein
d’un sous-type, des sous-sous-types. Ceux-ci forment un groupe distinct au sein d’un sous-
type mais ne sont pas assez distants génétiquement pour être considérés comme tel. Le sous-
type F a ainsi été divisé en sous-sous-types F1 et F2 [277]. De même, les sous-types B et D
pourraient être considérés comme sous-sous-types d’un même cluster. Au sein du sous-type
A, ont été également définis les sous-sous-types A1 et A2 [96].
Les analyses de deux gènes différents du HIV-1 ont montré très rapidement que des
discordances de sous-types étaient de plus en plus fréquentes entre les deux gènes étudiés. La
caractérisation des génomes complets de ces isolats a mis en évidence le profil mosaïque
inter-sous-types à l’aide d’outils de plus en plus performants, tels les logiciels Simplot,
Bootscan… Certaines formes recombinantes apparaissent uniques ou restreintes à quelques
individus, alors que d’autres jouent un rôle majeur dans l’épidémie du HIV-1. Ces dernières
ont été dénommées CRF (Circulating Recombinant Forms) selon la nouvelle nomenclature
[234]. Les CRF forment généralement un cluster distinct au sein du sous-type auquel ils
appartiennent pour un gène donné [207]. Les analyses des différents gènes par phylogénie et
par programmes détectant la recombinaison ont permis d’établir avec précision les points de
recombinaison, ainsi les profils de recombinaison. Pour établir un nouveau CRF, trois souches
doivent être caractérisées, avec les mêmes critères que pour l’identification de sous-type
[234]. Les CRF sont notés par un chiffre désignant l’ordre chronologique des caractérisations,
suivi des sous-types impliqués. Si plus de deux sous-types sont impliqués, ils sont notés "cpx"
pour complexes. Certains ont même des parties de leur génome qui ne se classent avec aucun
sous-type documenté.
Actuellement, au moins 15 CRFs différents dans leur profil de recombinaison sont
identifiés (CRF01 à CRF15) avec implications de tous les sous-types et de tous les gènes
[151].
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Figure 8. Profils de recombinaison inter-sous-types et pays de circulation des différents CRF :
CRF01 à CRF15 [151].
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La désignation des sous-types/CRF est un marqueur moléculaire puissant pour suivre
l’évolution de l’épidémie du HIV-1 [207].
Globalement, les sous-types A et C sont responsables d’une grande partie de
l’épidémie, suivis par le sous-type B et les formes recombinantes CRF01_AE et CRF02_AG
[178, 199, 207]. Le sous-type B est prédominant en Europe, en Amériques et en Australie. Le
sous-type C serait le sous-type le plus répandu de par le monde, notamment en Afrique du
Sud et en Inde. Le sous-type A est largement présent en Afrique de l’Est et centrale.
CRF02_AG est la forme prédominante en Afrique de l’Ouest [207]. CRF01_AE est la forme
prédominante en Asie du Sud.
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La distribution mondiale illustre que tous les sous-types et la plupart des CRF sont
présents en Afrique centrale, alors que dans les autres continents, seul un ou quelques sous-
types/CRF prédominent [178, 207]. Elle suggère indirectement que le HIV-1 initial se soit
transmis hors d’Afrique par quelques individus [152]. Il a été documenté que la propagation
d’une épidémie dans une zone non affectée est généralement caractérisée par un effet
fondateur [213]. Celui-ci est traduit par la rapide dissémination d’un simple sous-type ou CRF
dans un groupe à risque défini; par exemple, le sous-type B chez les homosexuels en
Amérique du Nord, en Europe de l’Ouest et en Australie, et le sous-type A chez les
toxicomanes en Russie [29]. En revanche, en Thaïlande, deux épidémies distinctes
surviennent simultanément avec le sous-type B et le CRF01_AE, mais dans deux groupes à
risques différents, les toxicomanes et les hétérosexuels, respectivement [135, 136, 269]. Ceci
suggère que le cas initial de l’infection par HIV-1 chez les toxicomanes dériverait des Etats-
Unis, d’Europe ou d’Australie et chez les hétérosexuels d’Afrique centrale probablement
[269]. Les facteurs conduisant les changements dans la prévalence de sous-types ou CRF
présents dans une même zone géographique sont encore mal élucidés, par exemple, le
remplacement rapide du B par CRF01_AE en Thaïlande dans tous les groupes à risques et la
quasi-absence du sous-type B en Afrique, excepté les homosexuels en Afrique du Sud [282].
Figure 9. Répartition géographique des sous-types et CRF du HIV-1
dans le monde
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La majorité des études concerne les pays industrialisés où le sous-type B prédomine,
mais les sous-types non-B prédominent de par le monde et prennent une place de plus en plus
prépondérante dans les pays industrialisés [271, 298]. Les infections par des sous-types non-B
sont de plus en plus fréquentes ces dernières années dans les pays européens. Par exemple, en
France, les sous-types non-B représentent environ 20% des infections [19]; en Suisse, 35%
des nouvelles infections sont par des sous-types non-B [32, 213].
2.1.3 Les groupes O et N
Les isolats du groupe O ont été décrits pour la première fois vers 1990 [62]. Ces virus
sont très divergents du groupe M et ne représentent que 50% d'homologie avec les souches du
groupe M dans les séquences du gène de l'enveloppe [288]. Ce groupe O est endémique au
Cameroun et dans les pays avoisinants, et ne représente qu’une minorité des souches du HIV-
1 dans ces pays (1-5%) [14, 177, 206]. L'analyse phylogénétique des souches du groupe O a
révélé une structure de l'arbre évolutif différente de celle du groupe M, ainsi ce groupe n'a pas
été classé en sous-types [238]. L'absence d'une telle structure phylogénétique dans le groupe
O pourrait être interprétée comme les conséquences d'une propagation relativement lente et
limitée de ces virus.
Le groupe N n'a été identifié que récemment et ne représente jusqu'à présent que
quelques cas de patients camerounais [15, 261]. Les positions phylogénétiques du groupe N,
dont YBF-30, dépendent du gène étudié, ainsi YBF-30 forme une lignée indépendante plus
proche, mais encore distante du groupe M en 5’, alors qu’il se groupe avec la séquence d’un
virus de chimpanzé (SIVcpzUS) en 3’ [261]. Ces différences sont les caractéristiques d'un
virus mosaïque produit par recombinaison. L'analyse des séquences du groupe N a permis
d'étayer l'hypothèse de la transmission inter-espèces du chimpanzé à l'homme, à la suite
d'événements de recombinaison.
2.1.4 Choix du gène pour la détermination du génotype
La région génétique du HIV la plus fréquemment étudiée pour la détermination du
génotype est le gène env, du fait d’une considérable variabilité. Celui-ci code pour deux
glycoprotéines, la gp120 et gp41. La gp120 est composée de 5 régions hyper-variables: V1 à
V5, séparées par des régions constantes: C1 à C5 [182].
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Figure 10. Représentation de la glycoprotéine de surface gp120
composée de régions conservées (C1-C5) et de régions variables (V1-V5).
La boucle V3 est caractérisée par une importante variabilité [153]. Elle est constituée
de 35 acides aminés. Elle a été démontrée être un déterminant majeur pour le tropisme
cellulaire, influençant le tropisme cellulaire T ou M [91]. Notamment la boucle V3 serait
déterminante dans l’induction de syncytia, avec la présence de charges positives à certaines
positions (11 et 25) [61]. La boucle V3 est identifiée comme le principal déterminant de
neutralisation [130]. Sa caractérisation génétique est également importante pour l’élaboration
de vaccins [98].
En revanche, l’avènement des virus recombinants nécessite la caractérisation d’une
deuxième région génétique, généralement le gène gag est caractérisé partiellement pour la
détection des formes recombinantes, ou voire le génome entier, pour introduire une nouvelle
entité génétique dans la nomenclature [178, 207]. La variabilité générale du gène gag est de
15% environ inférieure à celle de l’enveloppe [293]. Le gène gag code pour des protéines
structurelles, ayant des interactions avec d’autres protéines virales et cellulaires
indispensables à la survie du virus, donc les changements sont moindres. De plus, la
caractérisation du gène gag est importante pour le choix d’immunogènes dans l’optique d’un
vaccin, les protéines Gag présentant des épitopes reconnus par les CTL [98, 186].
Le gène pol peut être également utilisé pour déterminer le génotype bien qu’il soit
fortement conservé. De plus, sa caractérisation peut être utile dans l’étude des résistances aux
antirétroviraux [118], ainsi que dans l’étude des épitopes reconnus par les CTL.
2.2 Phénotype biologique (SI/NSI)
Les souches sont classifiées selon leur habilité à induire in vitro la formation de
cellules géantes multinucléées (syncytia) dans la lignée de cellules transformées, MT-2 [61,
147]. Les souches présentant cet effet cytopathogène sont dénommées SI (Syncytium
Inducing) et celles n’induisant pas cet effet sont dénommées NSI (Non-Syncytium Inducing).
C1
COOHNH2
V1     V2                 V3               V4             V5
C1 C2 C3 C4 C5
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Le tropisme MT-2 est considéré comme un phénotype d’entrée du virus, corrélé à la
préférence de co-récepteur [147]. Les virus utilisant le co-récepteur CXCR4 (X4) sont
fréquemment SI. Les variants NSI sont présents tout au long de l’infection alors que la
présence de variants SI semble associée à la maladie. La détection des variants X4/SI est
associée à une perte accélérée des cellules T CD4+, induisant la progression vers le stade
SIDA [232]. Une autre classification se base sur la cinétique de croissance in vitro,
distinguant les souches ayant une réplication lente et un taux d’activité RT faible (S/L pour
slow/low) des souches ayant une réplication rapide et un taux d’activité RT fort (R/H pour
rapid/high). Ainsi ont été corrélées les souches X4/SI-R/H et les souches R5/NSI-S/L [24].
L’usage du co-récepteur et le tropisme MT-2 sont largement déterminés par la gp120,
et notamment par la boucle variable V3 [91]. Des méthodes ont été élaborées pour prédire le
phénotype à partir du génotype, basées sur les charges des acides aminés en position 11 ou 25
de la V3 ou sur la charge nette de V3.
Tableau 2. Différentes méthodes génétiques basées sur la séquence de la boucle V3 pour la
prédiction du phénotype biologique [231].
X4/SI R5/NSI
Méthode 1 Acide aminé basique (K, R ou H) en
position 11 ou 25
Pas d’acide aminé basique (K, R ou H)
en position 11 ou 25
Méthode 2 Condition opposée S ou G en position 11 ou E en position
25 et GPG en positions 15-17
Méthode 3 Acide aminé basique à une (ou plus)
position 11, 13, 19, 23, 24, ou 32 et
acide aminé non acide en 25
Condition opposée
Méthode 4 Idem méthode 3 S ou G en position 11 et D ou G en
position 25 et GPG en positions 15-17
Méthode 5 Charge nette * +5 Charge nette < +5
3. Méthodologies
3.1 Caractérisation du génotype
La caractérisation génétique des isolats du HIV est principalement basée sur la PCR
(Polymerase Chain Reaction), à l’exception du sérotypage basé sur des techniques immuno-
enzymatiques [207]. La détermination d’un génotype par séquençage apparaît être la
technique la plus précise mais la plus onéreuse, ainsi des techniques alternatives ont été
développées pour réduire le coût.
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3.1.1 Détermination du génotype par séquençage (méthode de référence)
3.1.1.1 Séquençage et phylogénie moléculaire
Le séquençage nucléotidique est effectué après amplification par PCR du gène
d’intérêt, à partir de l’ADN proviral ou de l’ADN complémentaire synthétisé à partir d’ARN
viral après rétrotranscription [244]. Le principe reposant sur la méthode de Sanger est réalisé
avec des didéoxynucléotides, terminateurs de chaîne; les fragments obtenus sont séparés par
électrophorèse. Les informations contenues dans les séquences se prêtent particulièrement à
l'établissement de phylogénies, par comparaison avec des séquences de références [151].
Chaque site nucléotidique ou protéique est un caractère pouvant prendre respectivement 4 ou
20 états. L'information génétique peut être altérée par des mutations. Une mutation synonyme,
en général, considérée comme une position qui n’est pas soumise à une pression de sélection,
résulte dans la conservation de l’acide aminé. Une mutation non-synonyme (changement de
l’acide aminé) est soumise à une pression de sélection et peut avoir un effet positif immédiat
(résistance aux antirétroviraux, échappement à la réponse immunitaire) ou négatif (mutation
létale).
La phylogénie moléculaire utilise la comparaison des séquences pour établir les liens
génétiques des isolats et comprendre leur évolution depuis une hypothétique séquence
ancestrale. Ces liens sont traduits par des reconstructions appelées arbres phylogénétiques,
caractérisés par leur topologie (position des nœuds) et leur longueur (somme de la longueur
des branches). Les nœuds représentent les ancêtres communs, et la longueur des branches le
temps d’évolution.
A partir de l'information contenue dans des séquences, il est possible soit de calculer
une distance entre les souches prises deux à deux, soit de conserver la liste des caractères
variables.
¾ Calcul des distances génétiques. La distance génétique est le nombre de substitutions
réalisées au cours de l’évolution entre deux séquences (dissimilarité), rapporté au nombre
de sites des séquences. La distance évolutive vraie est estimée par différents moyens
statistiques et mathématiques, dont la méthode de calcul de Kimura à deux paramètres
[145]. Cette méthode part de l’hypothèse préalable que les sites de deux séquences
évoluent indépendamment, à la même vitesse, et que les substitutions se produisent selon
deux fréquences, l’une pour les transitions (ACG, CCT), l’autre pour les transversions
(purineCpyrimidine), les transitions se produisant deux fois plus que les transversions. La
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distance est donc basée sur le calcul de ces fréquences de transitions et de transversions,
observées entre deux séquences.
Une des méthodes utilisant les matrices de distance, couramment utilisée, est la méthode
"Neighbor Joining" (méthode du plus proche voisin). Elle consiste à optimiser les
branchements, non en choisissant parmi les arbres en fin de construction mais à chaque
étape [240], calculant une nouvelle matrice dans laquelle figurent les distances modifiées.
Pour cela, est retirée à chaque distance entre deux espèces la moyenne des distances de
chacune de ces deux espèces à toutes les autres.
¾ Méthode basée sur les caractères. Elle utilise également une matrice, mais cette fois de
caractères (matrice de caractères discrets): l'état des sites est précisé pour chaque espèce.
La méthode de parcimonie maximun recherche le réseau le plus économique en
substitutions, ainsi sera choisi le réseau ayant la longueur totale la plus courte. Cette
méthode examine tous les sites nucléotidiques, mais ne conserve que les sites favorisant le
passage d’une séquence à l’autre par le nombre le moins élevé de mutations, le site
considéré est dit informatif et sera utilisé pour l’analyse.
La méthode du "Maximum Likelihood" (maximum de vraisemblance) prend en compte
tous les sites nucléotidiques séparément [86]. Pour chaque événement (embranchement,
distance entre deux nœuds), est calculée la probabilité d’avoir cet événement
(vraisemblance). L’arbre construit sera celui dont les embranchements positionnant les
différentes séquences seront les plus probables.
De nombreux moyens ont été mis en œuvre pour savoir quelle confiance accorder à
une topologie générale ou à un nœud particulier dans une topologie donnée. Le test du
"bootstrap" permet d’apprécier la robustesse des branchements. Le principe consiste en un
tirage aléatoire de nucléotides qui permet d’examiner comment la suppression de certains
sites influence la topologie de l’arbre. Ce tirage est répété de 100 à 1000 fois, avec
comparaison des arbres. La valeur représente le nombre de fois que les branches sont
retrouvées. Elle sera considérée significative, dans le cas du HIV, lorsqu'elle sera supérieure à
70%.
Le séquençage apparaît être la technique de référence, du fait d’une caractérisation
précise des variations génétiques des HIV. Elle permet de caractériser les nouveaux sous-
types et CRF, ainsi sont obtenues les séquences de référence. En revanche, cette technique est
onéreuse, longue et nécessite un équipement perfectionné.
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3.1.1.2 Analyse du profil recombinant
Des systèmes d’analyse ont été développés pour identifier les séquences "pures" des
séquences mosaïques et cartographier la position des points de recombinaison le long du
génome [219]. Les alignements sont généralement décomposés en fragments chevauchants
successifs (fenêtre "imaginaire") le long de la séquence (incrément de la fenêtre d’analyse
constant).
Plusieurs programmes informatisés sont disponibles:
¾ "Diversity plotting" et "Simplot". "Diversity plotting" est un programme déterminant
le pourcentage de diversité entre les paires de séquences sélectionnées par
déplacement d’une fenêtre (300 à 500 pb) le long de l’alignement avec un incrément
de paire de bases (environ 20 pb). Il établit un graphique des comparaisons des
distances génétiques entre la séquence à analyser et les séquences de référence
(représentatives des différents sous-types). De même, le programme "Simplot"
(http://sray.med.som.jhmi.edu/RaySoft/Simplot) compare la séquence à analyser à des
références représentatives des différents sous-types (soit une séquence simple soit un
consensus). Il calcule la similarité (%) de la séquence à analyser par rapport aux
références le long de l’alignement, ainsi plus le pourcentage de similarité est élevé,
plus la classification au sein d’un sous-type dans la zone donnée est conséquente.
¾ Le programme "Bootscanning" (http://www.ktl.fi/hiv/mirrors/pub/programs/) est une
approche phylogénétique produisant des arbres sur des fenêtres le long d’un
alignement avec un incrément constant. Cette analyse note à chaque arbre produit la
valeur de "bootstrap" reflétant la robustesse des arbres. Les changements topologiques
dans la position de la séquence à analyser dans les différentes fenêtres indiquent la
possible recombinaison [242].
¾ Le programme "Recombinant  Ident i f icat ion Program" (RIP)
(http://linker.lanl.gov/RIP/RIPsubmit.html) permet d’identifier les séquences
génétiques apparaissant être mosaïques de membres de clades phylogénétiques
distincts. Il permet de détecter les séquences recombinantes faisant intervenir
différents sous-types du HIV-1, par déplacement d’une fenêtre sur un alignement
contenant la séquence à analyser et les séquences représentatives des clades. A chaque
position de la fenêtre, la séquence à analyser est comparée à chaque séquence de
référence, la similarité étant quantifiée comme le pourcentage de paires de bases
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identiques. Les valeurs sont reportées et la fenêtre avancée d’une position de gauche à
droite. A toutes les positions possibles, est retenue la séquence de référence
ressemblant le plus à la séquence à analyser, reflétées par les "best-matches" pris en
compte s’ils sont significatifs après un test statistique.
¾ L’analyse de sites informatifs utilise la distribution des sites polymorphiques entre un
recombinant probable et ses "parents putatifs" pour estimer les jonctions de
recombinaison. Le changement d’affiliation des sites informatifs donne un intervalle
dans lequel a eu lieu la recombinaison.
3.1.1.3 Détection des signatures
Le programme "Vespa" (Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis) détecte les
signatures (résidus nucléotidiques ou acides aminés atypiques) parmi des séquences à
analyser relatives à des séquences de référence [149]. Il calcule la fréquence de chaque acide
aminé (ou nucléotide) à chaque position dans un alignement des séquences à analyser et de
référence, et sélectionne les positions pour lesquelles le caractère le plus fréquent dans les
séquences à analyser diffère de celui des séquences de référence. Les fréquences des
caractères à des sites caractéristiques sont ainsi calculées.
3.1.2 Génotypages par d’autres approches moléculaires et/ou sérologiques
3.1.2.1 Génotypage par HMA ("Heteroduplex Mobility Assay")
Une procédure plus simple que le séquençage, fondée sur l’analyse électrophorétique
des hétéroduplexes, permet de génotyper un isolat donné [68]. La partie V3-V5 du gène
gp120 est amplifiée et hybridée avec un produit amplifié homologue obtenu à partir d’un
plasmide porteur du génome prototype de chaque groupe. Le produit de l’hybridation est
analysé par électrophorèse et les défauts d’appariements correspondant à des divergences
génétiques se traduisent par des anomalies de mobilité. L’analyse de ces anomalies de
mobilité permet de décider de quel groupe le virus étudié est le plus proche. Cette technique
ne permettait pas de distinguer les CRF02_AG (A dans V3-V5) du sous-type A, alors que
cette forme jouait un rôle majeur en Afrique de l’Ouest et centrale [207]. La même technique
a été ainsi appliquée sur le gène gag (p24-p7), celle-ci peut distinguer le CRF02_AG du sous-
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type A [116]. En revanche, elle s’avère être moins spécifique que sur le gène env. La
combinaison des 2 techniques HMA sur env et sur gag permet la détection des recombinants.
3.1.2.2 Génotypage par MHA ("Multi-region Hybridation Assay")
Le but du MHA, après amplification de plusieurs courtes régions génomiques du HIV-
1 (par exemple, gag, pol, vpu, 2 régions de gp41) est de caractériser les sous-types ou
recombinants et de détecter de potentielles doubles infections [120]. Cette technique est basée
sur la PCR en temps réel utilisant des sondes marquées spécifiques du sous-type. Elle apparaît
avoir un meilleur rendement comparé aux autres techniques de génotypage, excepté le
séquençage, notamment pour la détection des recombinants. Elle a été appliquée en Afrique
de l’Est où les sous-types A, C et D co-circulent [120]. Elle doit être adaptée à d’autres sous-
types.
3.1.2.3 Sérotypage
Cette technique basée sur la reconnaissance antigénique permet de tester un grand
nombre d’échantillons en très peu de temps [20]. Elle s’est avérée très efficace pour
différencier les HIV-1 et HIV-2, ainsi que les différents groupes M, N et O des HIV-1, mais
est beaucoup moins efficace pour différencier les différents sous-types au sein du groupe M
[218]. Elle peut être appliquée pour distinguer 2 sous-types, comme en Thaïlande, où elle a
été utilisée pour distinguer les sous-types B et E (ce dernier renommé CRF01_AE du fait de
son profil recombinant) [99].
3.2 Caractérisation du phénotype biologique
La formation des syncytia est déterminée in vitro sur la lignée cellulaire T
immortalisée par HTLV, MT-2 [147]. Les PBMC (peripheral blood mononuclear cells)
infectées par des souches HIV-1 sont co-cultivées avec les cellules MT-2. Si la culture
présente des cellules multinucléées géantes, la souche est considérée SI.
L’usage des co-récepteurs (CXCR4/CCR5) par une souche est déterminé à l’aide de
lignées cellulaires (U87.CD4) exprimant stablement les co-récepteurs, co-cultivées avec des
PBMC infectées par la souche HIV à tester [69]. En fonction de l’effet cytopathogène
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visualisé dans les cultures U87.CD4.CXCR4 ou/et U87.CD4.CCR5, l’utilisation du co-
récepteur est déterminée, CXCR4, CCR5 ou double tropisme.
4. Conséquences de la diversité génétique du HIV
4.1 Impact de la diversité génétique du HIV sur le diagnostic du HIV
Les virus HIV-1 du groupe O ont été initialement identifiés du fait qu'ils n'étaient pas
détectés par certains tests sérologiques commerciaux et donnaient des résultats indéterminés
avec les tests de confirmation, tel le Western Blot [166, 194, 245, 260]. Les tests
commerciaux ont ainsi été modifiés pour détecter les anticorps anti-groupe O, soit par l'usage
de la réactivité croisée des antigènes du groupe M, soit par l'addition des antigènes
spécifiques du groupe O [197]. Pendant la séroconversion, la détection des infections dues
aux sous-types non-B est moins sensible, du fait que les tests de dépistage sont basés sur les
antigènes du sous-types B [11]. De même, la quantification de la charge virale par les tests de
première génération peut être sous-estimée chez les patients infectés par les souches non-B,
notamment pour les sous-types A, G et CRF02_AG [9, 75]. Ces tests ont été réévalués, mais
présentent toujours des différences. Seul le kit LCx est capable de quantifier le groupe O et
efficacement la plupart des sous-types du groupe M [64]. En revanche, aucun n'est disponible
pour quantifier les HIV-2.
Il est nécessaire de surveiller continuellement les variations de la structure antigénique
des variants et des séquences détectées, pouvant affecter la sensibilité des tests de diagnostic
[124].
4.2 Impact de la diversité génétique du HIV sur la pathogénicité et la transmission du
virus
La différence de transmissibilité et de progression de la maladie a été clairement
démontrée entre les 2 types de HIV [137, 174]; les HIV-2 sont caractérisés par des taux très
bas de transmission hétérosexuelle et de transmission de la mère à l’enfant (1% contre 30%
pour HIV-1) et une longue période d'incubation avant le développement du SIDA.
Des différences biologiques ont été également démontrées entre les groupes du HIV-1
et entre certains sous-types du HIV-1 [66], mais ces résultats semblent moins probants
qu’entre HIV-1 et HIV-2 et contradictoires [123].
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D’un point de vue biologique, les phénotypes biologiques, reflétant la capacité de la
souche à progresser vers le SIDA, peuvent être influencés par certains sous-types génétiques
[279]. Pour le sous-type B, la présence des virus CXCR4+, corrélée au phénotype SI, est
associée à une progression plus rapide de la maladie [232]. Les souches de sous-type C
présentent préférentiellement un phénotype NSI [1, 28, 208, 279].
Quelques études prospectives ont été conduites pour déterminer les différences de
progression de la maladie suivant le sous-type infectant. Des études montrent que l’évolution
clinique et le déclin des CD4 sont similaires entre des patients infectés par des sous-types B
ou C en Israël [302] ou entre des patients infectés par des sous-types A, B, C et D en Suède
[6]. Dans une cohorte de femmes enceintes au Kenya, les patientes infectées par des sous-
types C ont des charges virales plus hautes et par conséquent des taux de CD4 plus faibles que
les patientes infectées par des sous-types A ou D [192]. En Ouganda, le sous-type D est
associé à une progression plus rapide de la maladie corrélée au déclin des CD4 que le sous-
type A [134]. Laurent et al n’ont montré aucune différence de progression de la maladie entre
des patients infectés par CRF02_AG et ceux infectés par d’autres formes [157].
Le taux de la transmission sexuelle du CRF01_AE en Thaïlande est cinq fois plus
élevé que pour le sous-type B aux USA [265]. Une étude récente en Tanzanie suggère que les
mères infectées par une souche de sous-type A, C ou recombinants semblent moins la
transmettre que celles infectées par une souche de sous-type D [229]. D’autre part, une étude
en Ouganda reporte des taux de transmission verticale similaires entre des femmes infectées
par un sous-type A ou D [80]. Une étude au Kenya montre que les femmes infectées par un
virus de sous-type D le transmettent plus que celles infectées par un virus de sous-type A
[311].
Ce type d’études est difficile à conduire et à interpréter, du fait d’un grand nombre de
variables. De plus, l’évolution de la maladie est influencée par l’hôte.
4.3 Impact de la diversité génétique du HIV sur l’élaboration d’un vaccin
4.3.1 Différentes approches pour l’élaboration d’un vaccin
Un vaccin préventif hautement efficace et abordable serait le meilleur espoir à long
terme pour contrôler l’épidémie par HIV [4]. Les stratégies vaccinales ciblent les réponses
immunitaires, humorale ou cellulaire, mais échouent, les antigènes utilisés n’induisent pas de
neutralisation croisée des différentes souches du HIV ou n’élicitent pas de réponse
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immunitaire protectrice. La diversité génétique, et par conséquent antigénique, ralentit
considérablement la perspective du développement d’un vaccin [98]. La plupart des vaccins
candidats sont basés sur les sous-types B. L’efficacité d’antigènes de sous-type B pour induire
une protection croisée contre les autres variants n’est pas évidente et semble contradictoire
selon les études [281, 321]. D’après une étude en Thaïlande, les anticorps neutralisants
seraient spécifiques du sous-type, étude reportant une neutralisation spécifique du sous-type B
et du CRF01_AE [175]. D’autres études suggèrent aucune corrélation entre sous-types et
sérotypes neutralisants. La réponse CTL apparaît être un composant important des réponses
antivirales chez des individus infectés, ainsi les efforts pour élaborer un vaccin ciblent de plus
en plus l’induction de réponse cellulaire T, en particulier contre les protéines conservées Gag
et Pol. Les études ont montré que la réaction CTL croisée entre les différents sous-types du
HIV-1 varie selon les degrés de conservation des gènes: pol>gag>env, suggérant que le
vaccin ciblant une réponse T est indépendant du sous-type. En revanche, d’autres études
montrent que la réponse par les CTL apparaît spécifique des sous-types dans certaines études.
Certains épitopes des CTL seraient conservés au sein des différents sous-types, pouvant être
inclus dans un vaccin "cocktail". Les épitopes les plus utilisés sont des fragments de env ou de
gag.
Les premières générations de vaccins candidats ont été basées sur les protéines Env du
HIV, notamment gp120, désignées à induire une production d’anticorps neutralisants, mais
limitées par la haute variabilité de la gp120. La seconde génération a été désignée à induire
une réponse immunitaire cellulaire, utilisant soit des vecteurs vivants (comme canarypox,
vaccine) soit de l’ADN nu ("naked DNA"), codant différents gènes du HIV. La troisième
génération est basée sur des protéines non-structurales régulatrices, telles Tat et Nef [83].
4.3.2 Les essais de vaccins candidats
En 2003, les essais de phase III du vaccin AIDSVAX (Vaxgen, Brisbane, Etats-Unis)
suggèrent un certain effet protecteur corrélé avec un taux plus élevé d’anticorps neutralisants
parmi les populations non-caucasiennes, notamment africaines et asiatiques, mais la taille de
l'échantillonnage est faible [92]. Il pourrait s'agir d'un artéfact statistique, les confidences
statistiques devant être recalculées pour les analyses des multiples sous-groupes. Toutefois,
pour la majorité des participants, qui étaient caucasiens, l’effet du vaccin a été minime. Ce
vaccin a été conçu pour réduire la sensibilité à l’infection par HIV de sous-type B. Il est
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composé d’une protéine recombinante de la gp120 (rgp120) incluant deux souches de sous-
type B: MN et GNE8.
Le fait de devoir mettre au point un ou plusieurs vaccins efficaces contre les
principaux sous-types du HIV constitue un véritable challenge. Vaxgen pilote également un
autre essai en Thaïlande, avec un vaccin expérimental utilisant les sous-types B (MN) et E
(A244). Il conduit en outre des recherches précliniques portant sur la mise au point d’un
vaccin contre le sous-type le plus répandu, le sous-type C, auquel sont imputables environ
50% de toutes les infections à HIV dans le monde [304].
Plusieurs autres vaccins candidats utilisant divers sous-types du HIV sont testés
actuellement, notamment dans les pays en développement. Le vaccin dénommé DNA-MVA
(Modified Vaccinia Ankara) est en phases I/II au Kenya [109] et au Royaume-Uni. Selon les
résultats préliminaires, le sang de 60 à 70% des personnes qui ont été vaccinées présente des
signes précoces de résistance au HIV. Au Kenya, un immunogène (HIVA) a été choisi en
fonction de la souche locale responsable de 70% des infections [74]: le sous-type A,
correspondant à une séquence protéique de p24/p17 fusionnée à une série d’épitopes CTL. Le
gène HIVA est alors inséré dans le génome du MVA, induisant une haute immunogénicité. La
Côte d’Ivoire s’apprête également à considérer cette approche vaccinale, utilisant CRF02_AG
forme prédominante dans ce pays [76]. En Ouganda, un vaccin basé sur le sous-type B a été
testé alors que co-circulent les sous-types A et D à fréquence égale. Cela permettra de savoir
si les vaccins basés sur le sous-type B peuvent générer des réponses croisées entre sous-types,
suffisantes à induire une réponse effective, dans des régions où les non-B sont endémiques.
Ce vaccin correspond à un vecteur canarypox contenant des antigènes Gag-Pro et Env du
sous-type B (ALVAC-HIV). Bien que l’immunogénicité du vaccin basé sur B soit faible,
l’ALVAC-HIV élicite des réponses CTL avec une activité croisée détectable contre les
antigènes A et D [38].
4.4 Impact de la diversité génétique du HIV sur le traitement
La partie suivante de cette thèse se focalisera sur les traitements antirétroviraux utilisés
pour contrôler l’infection et sur les moyens qu’a le virus d’y échapper, notamment l’influence
de la diversité génétique du HIV sur le traitement [53].
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III- TRAITEMENTS ET RESISTANCES
1. Historique et cibles des antirétroviraux
1.1 Bref historique de la thérapeutique anti-HIV
1986 Premier traitement disponible avec un INRT: l’AZT
1990-95 De la monothérapie à la bithérapie. Après l’espoir suscité, le traitement par un
médicament avoue ses limites. La bithérapie est née, avec l’association de 2
INRT.
1996 Une nouvelle classe de médicaments, l’arrivée des IP ayant un mode d’action
différent redonne l’espoir. Des résultats étonnants sont rapidement obtenus en
associant les INRT et IP: c’est l’ère de la trithérapie.
1998 Que faire? Les trithérapies ne permettent pas d’éradiquer le virus et constituent un
traitement lourd du fait de leurs effets indésirables et de leurs difficultés de prise.
Des résistances aux traitements apparaissent…
1999-
2000
Multiplication des voies de recherche. Les stratégies thérapeutiques s’affinent
(quadri-, penta-thérapie…) alors que de nouvelles molécules en développement
permettront peut-être de répondre à la problématique des résistances, et que la
recherche explore la voie de l’immunothérapie.
1.2 Les cibles des antirétroviraux actuels et en développement
Les antirétroviraux (ARV) ciblent plusieurs étapes du cycle de réplication virale, afin
d’augmenter l’efficacité de l’inhibition de la réplication, et ainsi de la propagation du virus.
Les antirétroviraux actuels ciblent 2 étapes du cycle réplicatif:
¾ la reverse transcription
¾ la maturation des protéines virales
De l’introduction des HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) a résulté un
allongement de la durée de vie des patients, grâce à une réponse immunologique et
virologique. En dépit de ces avantages, l’efficacité est limitée par l’émergence de variants
résistants, la toxicité des traitements et des réponses suboptimales à la thérapie. Aucun agent
antirétroviral n’est capable de prévenir l’établissement de l’infection ou de l’éradiquer. Par
conséquent, de nouvelles cibles sont nécessaires: CD4, intégrase, co-récepteurs…
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Figure 11. Sites d’action des différents inhibiteurs de la réplication virale du HIV
(actuels et en cours de développement) [139].
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2. Les inhibiteurs de la RT
2.1 Structure de la RT
La RT est l’enzyme responsable de la polymérisation de l’ADN dépendante de l’ARN
ou ADN. C’est un hétérodimère constitué de 2 sous-unités: p66 et p51. La sous-unité p51 est
composée des 440 premiers acides aminés du gène codant la RT et la sous-unité p66 des 560
acides aminés du gène. Bien que ces 2 sous-unités présentent 440 acides aminés identiques,
leur arrangement spatial diffère remarquablement. La sous-unité p66 contient le sillon
("groove") liant l’ADN et le site actif alors que la p51 ne possède pas d’activité enzymatique
mais maintient l’action enzymatique de la p66. La p66 contient le domaine RNase,
correspondant aux 120 acides aminés en C-terminal du gène de la RT, et est fonctionnelle
avec une structure comparable à une main droite divisée en doigts, paume et pouce,
participant à la polymérisation et à la connection avec la RNase. La structure de la RT est
relativement ouverte, formant une gorge dans laquelle le modèle ARN se loge et est
rétrotranscrit en ADN. Le site polymérasique actif est situé au niveau de la paume et est formé
d’un motif de 4 acides aminés: YMDD (correspondant aux codons de 183 à 186).
Figure 12. Structure de la RT, hétérodimère p66/p51, avec sa triade aspartique en rouge. Les mutations
de résistance caractéristiques des INRT sont notées en bleu et vert (multi-résistances aux INRT) et
celles caractéristiques des INNRT en jaune [18].
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2.2 Les inhibiteurs nucléosidiques de la RT (INRT)
Six analogues nucléosidiques ont été approuvés par la FDA (Food and Drug
Administration): AZT, ddI, d4T, ddC, 3TC et abacavir; ce sont des composés proches des
déoxynucléosides naturels s’incorporant dans les chaînes d’ADN [18, 139, 251].
Tableau 3. Les INRT: leurs structures, leurs caractéristiques et leurs concentrations
inhibitrices (IC).
INRT Structure Caractéristiques IC50/90
AZT
(zidovudine,
ZDV)
Analogue structural de la déoxythymidine.
Le groupe OH en 3' du déoxyribose ayant
été remplacé par le groupe azido N3, l’AZT
inhibe la RT, empêchant l'élongation de la
chaîne d’ADN, réplique de l’ARN viral, en
l'absence de groupe OH en 3'.
IC50=0,003-
0,013 g/ml
IC90=0,03-
0,3 g/ml
ddC
(zalcitabine)
La didéoxycytidine ne possède pas, comme
la cytosine, de groupe hydroxyl en position
3', ce groupe étant nécessaire à la formation
du brin d’ADN.
IC50=0,002
g/ml
ddI
(didanosine)
Analogue de la déoxyadénine,
analogue des bases puriques.
IC50=1-10
µM
d4T
(stavudine)
Analogue de la thymidine. IC50=0,009-
4,1 µM
3TC
(lamivudine)
Déoxythiacytidine, analogue nucléosidique,
où un atome de carbone du noyau ribose a
été remplacé par un atome de soufre.
IC50=0,5-
0,8 µM
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Abacavir
(ABC,
1592U89)
Analogue de la guanosine. IC50=0,26-4
µM
Ces analogues nucléosidiques sont des pro-drogues devant être phosphorylées par les
enzymes cellulaires hôtes, étape clé de leur activité. L’expression des kinases cellulaires est
différente selon les cellules et leur état d’activation. La triphosphorylation s’effectue par
addition successive de 3 groupements phosphates en 5’ au niveau du déoxyribose; les INRT
phosphorylés rentrent en compétition avec les dNTPs naturels pour l’incorporation dans les
chaînes d’ADN nouvellement synthétisées, où ils causent l’arrêt de l’élongation, du fait de
l’absence de radical OH libre en 3’. Au niveau de la position 3’ du déoxyribose, le radical
hydroxyle (OH) normalement présent est modifié; or l’élongation de la chaîne d’ADN se fait
par liaison phosphodiester entre le radical OH en 3’ d’un sucre et le radical phosphate en 5’
du sucre du nucléotide suivant.
2.3 Les inhibiteurs non-nucléosidiques de la RT (INNRT)
Trois INNRT ont été approuvés par la FDA: névirapine, delavirdine et efavirenz. Ils
ont un mécanisme d’action clairement différent des INRT. Ils n’ont pas besoin d’être
métabolisés pour inhiber la RT du HIV-1, mais agissent directement avec la poche
lipophilique de la RT, distincte du site actif [266]. Ce sont des inhibiteurs non-compétitifs de
la RT du HIV-1. Les structures cristallographiques des complexes RT/INNRT révèlent que,
sur la liaison d’un INNRT avec la RT du HIV-1, le complexe matrice/amorce subit une
reposition de la protéine, entraînant un déplacement du sillon de liaison à une distance
approximative de 2 Å du site actif de liaison, ceci entraînant une perte de l’activité
enzymatique en présence d’INNRT [146]. Les INNRT inhibent la RT du HIV-1, due à une
distorsion du site polymérasique actif, conclusion supportée à la fois par des études cinétique
et structurale. La poche hydrophobe de la RT où se lient les INNRT est moins conservée que
le site de liaison des dNTPs.
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Tableau 4. Les INNRT: leurs structures, leurs caractéristiques et leurs concentrations
inhibitrices (IC) [132].
INNRT Structure Caractéristiques IC50
Névirapine
(BI-RG-587)
Classe des
dipyridodiazépinones.
48 nM
Efavirenz
(DMP-266)
Classe des benzoxazinones. 10 nM
Delavirdine
(BHAP U-90152)
INNRT de type
byshétéroarylpipérazine.
1 nM
3. Les inhibiteurs de la protéase
3.1 Structure de la protéase
La protéase est une enzyme responsable du processus post-translationnel des
polyprotéines virales codées par gag et gag-pol, clivant les protéines structurales et les
enzymes virales. C’est une aspartyl-protéase composée de 2 monomères structuralement
identiques de 99 acides aminés, assemblés de façon non-covalente et symétrique, ainsi
l’activité de coupure des protéines est effectuée par les 2 molécules d’acide aspartique situées
au cœur du site catalytique de l’enzyme [191]. Son site enzymatique actif, caractéristique des
protéases aspartiques, contient la triade conservée (Asp-Thr-Gly), aux positions 25 à 27. Il est
situé à la jonction des deux monomères, formant un tunnel qui permet une interaction avec 7 à
9 acides aminés des substrats protéiques. Cette cavité hydrophobe reconnaît et clive 9
séquences peptidiques différentes pour produire p17, p24, p6 et p7, à partir de la polyprotéine
Gag et les protéines protéase, RT et intégrase à partir de la polyprotéine Gag-Pol. L’enzyme
contient une région flexible (volet ou "flap") qui se referme sur le site actif de liaison au
substrat.
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3.2 Les inhibiteurs de la protéase (IP)
La recherche d’IP anti-HIV a été facilitée par l’expérience acquise par l’industrie
pharmaceutique dans la construction d’inhibiteurs d’autres protéases impliquées dans divers
processus pathologiques, comme la trypsine, la rénine, l’enzyme de conversion de
l’angiotensine… La symétrie de la protéase a été utilisée dans la construction des IP [78]. Le
clivage des protéines par la protéase s’effectue à des sites bien précis de ces protéines, que
l’enzyme reconnaît et attaque avec une affinité qui diffère d’un site à l’autre. Connaissant
ainsi la structure spatiale et les sites sensibles de la protéase, il a été synthétisé de courtes
molécules, reproduisant les sites de coupure mais modifiés de telle sorte qu’ils ne puissent
plus être coupés. Ces molécules disposent d’une forte affinité pour le site actif de la protéase,
dont elles inhibent l’activité enzymatique de façon irréversible. Leurs constructions ont été
conduites en plusieurs étapes en jouant sur leur structure spatiale (modelage moléculaire), leur
activité, leur solubilité, leur biodisponibilité et leur toxicité. Bien que les IP anti-HIV utilisés
aujourd’hui sont tous plus ou moins différents les uns des autres, en ce qui concerne leur
composition chimique, leur structure dans l’espace est remarquablement superposable, tous
viennent épouser le site catalytique interne de l’enzyme. Une des caractéristiques des IP du
HIV est leur grande spécificité vis-à-vis de la protéase virale, en n’interférant pratiquement
Figure 13. Structure de la protéase constituée par un homodimère (rose et bleu). Sont notées les positions
de mutations de résistance (majeures en rouge et mineures en jaune) aux anti-protéases.
Traitements et résistances
51
pas avec les protéases cellulaires extrêmement répandues. Cette grande spécificité laisse
espérer une toxicité plus faible qu’avec les INRT, ceux-ci interférant avec les enzymes
cellulaires.
Tableau 5. Les 7 inhibiteurs de la protéase approuvés par la FDA: leurs structures, leurs
caractéristiques et leurs concentrations inhibitrices (IC) [31].
IP Structure Caractéristiques IC50/90/95
Saquinavir
(Ro-31-8959)
Hoffman-la
Roche
IP peptidomimétique hautement
actif, premier IP accepté pour
l’évaluation clinique.
IC90 =
6 nM
Ritonavir
(ABT-538)
Abbot
Dérivé d’un inhibiteur
peptidomimétique C2-symétrique.
IC90 =
70-200
nM
Indinavir
(MK-639)
Merck & Co
Agit comme un analogue d’état de
transition peptidomimétique et
appartient à la classe des HAPA
(hydroxyaminopentane amine).
IC95=
50-100
nM
Nelfinavir
(AG1343)
Agouron
Inhibiteur anti-HIV sélectif et non-
peptidique, criblé par des techniques
basées sur la structure utilisant
l’analyse cristallographique.
IC50 =
9-60 nM
Amprenavir
(141W94)
Vertex
Appartient à la classe de IP
sulfoamide.
IC50 =
80 nM
Lopinavir
(ABT-378)
Abbot
Commercialisé en combinaison avec
ritonavir.
IC50 =
9 nM
Atazanavir
(BMS-232632)
Bristol Myers
Squibb
Inhibiteur azapeptidique de la
protéase, approuvé par la FDA en
2003.
IC50 =
2-5 nM
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4. Nouvelles molécules antirétrovirales
4.1 Inhibiteurs nucléotidiques de la RT
Un seul inhibiteur nucléotidique de la RT a été approuvé, en 2001 par la FDA: le
ténofovir. Cette catégorie d’inhibiteurs a les mêmes propriétés que les INRT, mais ils doivent
seulement être diphosphorylés par les enzymes cellulaires, car ils possèdent un phosphate
[188].
4.2 Inhibiteurs de l’intégrase
L’intégrase, enzyme clé de la réplication du HIV, catalyse l’intégration du provirus
(ADN) dans le chromosome hôte. Une fois intégré, le provirus peut servir comme matrice
pour la transcription du génome viral et la propagation du virus. L’intégrase apparaît comme
une cible intéressante pour la thérapie antivirale, du fait que les cellules hôtes ne requièrent
pas et ne codent pas d’intégrase. L’analyse biochimique de l’intégrase révèle qu’elle est
composée de 3 domaines distincts structuralement et fonctionnellement. Dans chaque
domaine, sont conservés des acides aminés, nécessaires au fonctionnement de l’intégrase et
retrouvés parmi toutes les intégrases des rétrovirus. Les inhibiteurs de l’intégrase, censés
bloquer l’intégration de l’ADN viral dans le génome de la cellule hôte, sont actuellement en
cours d’études in vivo (molécule S-1360) [111].
4.3 Inhibiteurs d’entrée
L’identification et la caractérisation des protéines de l’enveloppe du HIV-1 et la
détermination du processus d’entrée ont permis le "design" d’agents inhibiteurs spécifiques
agissant au niveau de [44, 56]:
¾ la fusion de l’attachement
¾ la liaison au co-récepteur
¾ la fusion de la membrane
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Figure 14. Les inhibiteurs des trois étapes de l'entrée du HIV-1 dans la cellule: l'attachement et la
liaison de la gp120 au récepteur CD4, la liaison au co-récepteur entraînant un changement de
conformation nécessaire à la troisième étape, la fusion membranaire [56].
4.3.1 Inhibiteurs d’attachement
L’entrée du virus commence par l’attachement de l’enveloppe virale à la cellule hôte
permissive exprimant le récepteur CD4, induisant un changement de conformation de la
gp120, requis pour la liaison au co-récepteur. Deux inhibiteurs ciblent la liaison au récepteur
CD4: la protéine de fusion tétravalente sCD4-IgG2 (PRO 542) et N-cyanovirine [84, 128].
4.3.2 Antagonistes des co-récepteurs
L’entrée du HIV-1 dans la cellule requiert la liaison au co-récepteur pour finaliser les
changements conformationnels nécessaires à la fusion des membranes. La liaison CD4-gp120
expose le site de liaison au co-récepteur, situé sur la boucle V3, ainsi la gp120 se lie au
domaine terminal extracellulaire du co-récepteur. Le tropisme cellulaire détermine lequel des
co-récepteurs est utilisé: CXCR4 ou CCR5.
La gp120 est en compétition avec les ligands naturels du co-récepteur. De plus, le fait
que le génotype homozygote CCR5632 protège de l’infection conforte le potentiel de ces
antagonistes. Plusieurs inhibiteurs de CCR5 ont démontré leur efficacité à pallier l’entrée du
virus, incluant des petits antagonistes de récepteurs, SCH-C (Schering-C) et TAK-779, des
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anticorps monoclonaux contre CCR5 et des chimiokines modifiées [267]. Leur efficacité est
limitée du fait que l’inhibition des souches HIV-1 R5 conduit à l’évolution des souches R5 à
des souches plus virulentes X4. Plusieurs antagonistes de CXCR4 ont été identifiés
notamment T22 et AMD-3100 [60]. Ce dernier prévient les interactions électrostatiques entre
une boucle extracellulaire de CXCR4 et la gp120 et bloque complètement la transduction de
signal de CXCR4, inhibant la réplication des souches HIV-1 avec un tropisme T. De plus, les
isolats X4 réversent l’usage de CCR5 en présence d’AMD-3100, suggérant que ce composé
peut prévenir le "switch" de souches R5 moins pathogènes aux souches X4 plus pathogènes,
induisant ainsi une progression plus lente de la maladie [85]. AMD-3100 inhibe aussi la
formation de syncytia in vitro [60].
4.3.3 Inhibiteurs de fusion
La glycoprotéine de l’enveloppe du HIV-1 est constituée de 2 sous-unités associées de
façon non-covalente, une glycoprotéine de surface (gp120) et une glycoprotéine
transmembranaire (gp41). Des portions de gp120 lient à la fois le récepteur CD4 et un des co-
récepteurs de chimiokines des cellules cibles. Après liaison gp120-CD4-co-récepteur, la sous-
unité gp41 subit un changement de conformation, promouvant la fusion des membranes
virales et cellulaires, et ainsi l’entrée du "core" viral dans la cellule. Les premiers inhibiteurs
efficaces d’entrée virale sont des peptides synthétiques correspondant aux régions en hélices-
_ des séquences codant la gp41 du HIV-1. Un de ces peptides, T-20 (pentafuside, Trimeris),
correspond aux résidus 127 à 162 de la partie externe de la gp41 [143].
La portion extravirale de la gp41 est la région la plus conservée du gène env. Des
isolats HIV-1 résistants au T-20 ont été sélectionnés après culture en présence de
concentrations croissantes du peptide. Les analyses de séquences des isolats résistants
démontrent l’implication d’une séquence de 3 acides aminés contigus sur le domaine HR1
(heptad repeat region) de la gp41 est associée à la résistance au T-20 [233]. Une nouvelle
génération d’inhibiteurs de fusion peptidique basés sur le T-20 est testée, tel T-1249, actif
contre des virus HIV-1 résistants au T-20.
4.3.4 Récapitulatif des nouvelles molécules: approbation et développement
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Tableau 6. Les nouvelles molécules anti-HIV approuvées par la FDA et expérimentales.
Approbation de la FDA Molécules expérimentales
Ténofovir Approbation en 2001
T-20 Approbation en 2003
T-1249 Essais cliniques
PRO542 Essais cliniques
N-cyanovirine Etudes précliniques
AMD3100 Etudes cliniques phase I/II
TAK-779 Etudes précliniques
SCH-C Essais cliniques
4.4 Autres voies d’inhibition
4.4.1 Inhibiteurs de la transcription
La protéine Tat est un activateur de la transcription virale et est essentielle pour
l’infectivité virale. L’inhibiteur de Tat, Ro 24-7429 de la famille des benzodiazépines, est
actif in vitro et interagit avec un élément nucléaire de l’hôte inhibant la fonction de Tat.
ALX40-4C interfère avec les interactions Tat-TAR, induisant une suppression de la
réplication du virus [180]. Des composés ont été montrés à inhiber le transport d’ARN médié
par Rev in vitro, mais s’avèrent inefficaces ou cytotoxiques.
4.4.2 Oligonucléotides anti-sens
Les oligonucléotides anti-sens montrent un grand potentiel comme outil moléculaire et
comme nouvel agent thérapeutique. Cependant, plusieurs problèmes limitent leur utilisation,
en particulier leur toxicité, leurs effets indésirables et leur faible pénétration dans les cellules.
Ils ont été montrés à être des inhibiteurs spécifiques de l’expression génétique, en inhibant le
transport des ARN messagers [88]. L'ARNm (sens) va s'apparier avec l'anti-sens, avec
formation d'un duplex d'ARN, qui a pour effet le blocage de la migration cytoplasmique,
pouvant être dégradé par les RNases. A ce jour, aucun oligonucléotide anti-sens n'a donné de
réels résultats pour bloquer la prolifération du HIV-1.
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4.4.3 Immunothérapie
Les HAART permettent de réduire les virémies plasmatiques en dessous du seuil de
détection chez plus de 80% des patients, mais ne permettent pas de rétablir un taux normal de
lymphocytes T CD4 et leur effet sur la restauration des fonctions immunitaires reste
incomplet. D’autre part, en raison de l’émergence de résistance, ces molécules ont un bénéfice
virologique qui reste transitoire, ne permettant pas de prévenir de manière efficace la
détérioration du système immunitaire. Ces différents éléments justifient les tentatives de
développement d’une thérapeutique immunologique de l’infection, confortées par le fait que
le système immunitaire est capable de contrôler la réplication virale pendant de nombreuses
années en dehors de tout traitement médicamenteux. Plusieurs tentatives d’immunothérapie
ont été entreprises: interleukine-2 (IL-2) stimulant l’activation et la prolifération des cellules
T CD4 et CD8, IL-12, interféron _…
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5. Les résistances aux antirétroviraux
5.1 Sélection des mutations associées à des résistances aux antirétroviraux
L’évolution de la résistance du HIV aux antirétroviraux au sein d’un individu dépend
de la génération de variations génétiques du virus et de la sélection de variants résistants
durant la thérapie.
La variabilité génétique du HIV est le résultat d’une incapacité de la RT à corriger ses
erreurs durant la réplication [220]. Il a été estimé que chaque mutation à un simple point peut
se produire entre 104 et 105 fois par jour chez un individu infecté par le HIV non-traité et que
des doubles mutants surviennent fréquemment [53]. La variabilité génétique du HIV est
aggravée par le haut taux de réplication du HIV in vivo, l’accumulation de variants proviraux
durant l’infection et la recombinaison génétique [119, 126, 210, 297]. Les quasi-espèces du
HIV d’un même individu subissent une variation génétique, une compétition et une sélection
en continu. Le développement de la résistance dépend de la taille et de l’hétérogénéité de la
population virale au sein d’un individu, de l’importance par laquelle la réplication virale
continue durant la thérapie, de la facilité d’acquisition d’une mutation particulière ou de
plusieurs mutations et de l’effet des mutations conférant des résistances sur la sensibilité et le
fitness viral [53]. Ainsi l’antiviral n’est pas directement responsable de la mutation: il opère
une sélection sur des populations de mutants, à la fois sur la base de leur capacité de
résistance et sur celle de leur capacité de réplication intrinsèque.
Figure 15. Sélection des variants résistants sous pression thérapeutique.
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En ce qui concerne les antiviraux pour lesquels une seule mutation suffit à induire un
niveau élevé de résistance (par exemple, 3TC, névirapine), le mutant émergera rapidement du
fait de la préexistence du mutant lors de l’initiation de la molécule [167].
Au contraire, pour les antiviraux vis-à-vis desquels le virus doit développer plusieurs
mutations pour commencer à résister (AZT, IP), il est très peu probable que la combinaison
des mutations requises préexiste au traitement. Il faudra dans ce cas que l’introduction des
mutations se fasse par étapes, ce qui implique que des virus peu résistants, porteurs d’une ou
deux des mutations de la combinaison, se répliquent en dépit de la présence de l’antiviral
[314]. Ce processus ne devrait pas se produire si l’antiviral est suffisamment actif sur ces
mutants primaires, en entretenant une concentration inhibitrice élevée dans tous les
compartiments de réplication du virus dans l’organisme. C’est aussi ce qui se produit si le
virus est confronté à une combinaison d’antiviraux: pour accumuler chacune des mutations
requises pour résister à chacun des antiviraux, le virus doit continuer à se multiplier au cours
du traitement, seule possibilité d’introduction par étapes des différentes mutations.
5.2 Mutations de résistances
5.2.1 Mise en évidence des mutations de résistances
Les mutations de résistances ont tout d’abord été caractérisées après culture des
souches HIV en présence de concentrations croissantes d’une molécule. Les concentrations
inhibitrices (IC50 et IC90) augmentent progressivement, parallèlement, l’étude des séquences
identifie l’apparition de mutations dans les gènes codant les cibles, notamment la protéase et
la RT. Ces mutations sont ensuite introduites par mutagenèse dirigée, une à une et en
combinaison, dans une souche de référence pour vérifier qu’elles sont bien responsables de la
diminution de sensibilité phénotypique du virus à la molécule. Puis est étudiée, en clinique,
l’apparition de mutations de résistance chez des patients recevant cette molécule [251].
5.2.2 Classification des mutations
Certaines mutations engendrées par la RT dans le gène pol codant la protéase et la RT,
cibles des antirétroviraux actuels, vont modifier la sensibilité du virus à ces antirétroviraux.
Les mutations sélectionnées par les antirétroviraux confèrent une résistance phénotypique
mesurable (mutations majeures) alors que d’autres augmentent la résistance seulement
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lorsqu'elles sont présentes avec d’autres mutations ou compensent l’activité réplicative
diminuée par les mutations majeures de résistances (mutations mineures) [31, 48, 251].
De plus, certaines mutations hors des gènes codant les cibles des antirétroviraux jouent
un rôle dans la résistance, notamment aux IP, ce sont les mutations au niveau des sites de
clivage de la protéase [171, 315].
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5.3 Fitness
En biologie des populations, le terme "fitness" décrit la contribution d’un individu aux
générations futures de "pools" de gènes, et caractérise sa capacité reproductive relative.
Similairement, le fitness d’un isolat HIV peut être défini comme son efficacité réplicative
relative à des standards sauvages ("wild-type"). La fréquence d’un mutant est fonction de son
fitness, la connaissance du fitness est cruciale pour prédire l’efficacité d’un régime
thérapeutique particulier [222].
Le virus sauvage apparaît être le virus le plus "fit" sans pression médicamenteuse. En
revanche, sous pression thérapeutique, le variant résistant sélectionné par les molécules
antirétrovirales devient prédominant [79, 286]. Cela suggère que le changement
d’environnement entraîne un changement de fitness d’un virus donné [193]. Il a été montré
que des mutants avec 1, 2 ou 3 mutations sont moins "fit" que le virus sauvage [79, 104, 171].
6. Les résistances aux différentes classes d’inhibiteurs
6.1 Mutations aux INRT
Deux types de mutations de résistances aux INRT sont observés, faisant intervenir
deux mécanismes biochimiques différents:
¾ Les NEM (Nucleotide Excision Mutations) [12].
¾ Les mutations permettant à la RT de discriminer les INRT durant la synthèse
préviennent ainsi leur addition à la chaîne d’ADN en élongation [127]. Les mutations
empêchent un positionnement normal de l’analogue dans le site actif de la RT, par
exemple M184V.
6.1.1 Les NEM (nucleotide excision mutations)
Diverses combinaisons de mutations aux codons 41, 67, 70, 210, 215 et 219 observées
sur des isolats cliniques HIV-1 obtenus de patients recevant des INRT sont tout d’abord
identifiées pour leur rôle dans la résistance à l’AZT [154]. Le groupe azido de l’AZT, à cause
de l’encombrement stérique, peut interférer avec la formation du complexe catalytique,
prévenant l’incorporation du prochain dNTP [34]. C’est en partie la raison pour laquelle les
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NEM causent de plus hauts taux de résistance phénotypique à l’AZT, bien que les études
biochimiques aient montré que diverses combinaisons de NEM élèvent l’excision dépendante
d’ATP de d4TMP (monophosphate) au même degré que celle d’AZTMP [161].
Les NEM augmentent le taux de déplacement hydrolytique des INRT terminateurs de
chaîne en 3’, par pyrophosphorolyse et ainsi se poursuit la synthèse d’ADN. Les complexes
d’initiation et d’élongation incorporent l’AZTTP (triphosphate) et le dTTP avec des
sélectivités presque équivalentes. L’excision par pyrophosphorolyse (la réaction inverse de la
polymérisation) de l’AZTMP incorporé dans l’amorce réduit significativement l’efficacité de
l’AZTTP durant l’élongation. Au contraire, la RT sauvage est incapable de
pyrophosphorolyser l’amorce terminée par l’AZTMP durant l’initiation. En conséquence,
l’inhibition de la rétrotranscription par l’AZT est plus efficace durant l’initiation. La RT
porteuse de mutations de résistance à l’AZT est non seulement capable d’exciser l’AZT
incorporé par pyrophosphorolyse, mais aussi par une réaction analogue, l’ATP-lyse, utilisant
l’AZT comme substrat. L’ATP est présent dans toutes les cellules, mais n’a pas normalement
accès au complexe RT-analogue. Les NEM entraînent un changement de conformation de la
RT, rendant possible l’accès de l’ATP au complexe RT/analogue. En présence de mutations
de résistance, l’ATP se lie à ce complexe et coupe la liaison entre l’ADN et l’analogue,
rendant possible la suite de la synthèse d’ADN par la RT.
Figure 16. Réactions de pyrophosphorolyse.
P-AZT/T P/T P-dT/T P-dT-dN/T
6.1.2 M184V/I
La mutation M184V cause une forte résistance au 3TC (>100-fold) et émerge
rapidement chez les patients recevant une monothérapie de 3TC [33, 272]. Elle est également
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sélectionnée durant des thérapies à l’abacavir, et moins communément durant des thérapies
avec ddC et ddI, causant une résistance moindre (2-fold) à ces drogues.
La mutation M184I résulte d’une mutation G à A (ATG à ATA) et se développe
souvent avant M184V (ATG à GTG) chez des patients recevant 3TC car la RT est plus apte à
muter G en A que A en G (ATG à GTA). Bien que M184I cause également une haute
résistance au 3TC, l’efficacité enzymatique de la RT avec M184I est moindre que celle de
M184V et pratiquement tous les patients avec des mutations à cette position développent
ensuite M184V [141].
La seule mutation M184V rend la lamivudine inefficace et, en association avec
d’autres mutations aux positions 65, 74 ou 115, elle peut compromettre l’efficacité de
l’abacavir. La position 184 est localisée dans une partie conservée de la RT repliée sur le site
actif. M184V gêne d’un point de vue stérique certains INRT, particulièrement 3TC,
permettant le fonctionnement de la RT. Des études montrent que la RT avec cette mutation
serait plus fidèle in vitro [294] et d’autres études, que la processivité de l’enzyme serait
affaiblie [17].
La mutation M184V réverse la résistance à l’AZT médiée par T215Y [33]. La
resensibilisation pourrait être due à l’altération du site actif de la RT, interférant avec
l’excision sélective de l’AZTMP en fin de chaîne [102]. Elle a une signification clinique du
fait que l’évolution lente de la résistance phénotypique à l’AZT chez des patients recevant
AZT/3TC [155]. En revanche, elle peut être annulée par la présence de 4 ou plus mutations de
résistance à l’AZT.
6.1.3 Mutations aux codons 65, 69, 74 et 75
Les positions entre 64 et 72 sont des points de contacts importants avec le dNTP à
incorporer, durant la polymérisation [127]. En plus des mutations de résistance à l’AZT aux
codons 67 et 70, cette région contient plusieurs autres mutations de résistance aux INRT, la
plus commune étant T69D/N/S/A et les insertions à cette position de 1 ou 2 acides aminés
(dans 2% des patients lourdement traités) [285, 305]. La mutation L74V confère des
résistances au ddI, ddC (2-5 fold) et à l’abacavir (2-3 fold) [307]. Elle cause une baisse de la
processivité de la RT et de la réplication in vitro [257]. La mutation K65R confère des taux
intermédiaires de résistance au ddI, abacavir, d4T, 3TC et ténofovir. Elle est rarement
observée in vivo [310]. Elle a été montrée à augmenter la fidélité de réplication de la RT du
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HIV-1 in vitro. La mutation V75T cause des résistances au d4T, ddI et ddC (5-fold) par
discrimination des nucléotides [161].
6.1.4 Multi-résistances dues à la mutation Q151M
La mutation Q151M est une mutation de 2 nucléotides dans une région conservée de la
RT [127]. Elle est développée par 5% des patients recevant des doubles thérapies avec ddI en
combinaison avec AZT ou d4T [209, 247, 285]. A elle seule, elle cause un taux intermédiaire
de résistance à l’AZT, ddI, ddC, d4T et abacavir, et est généralement suivie des mutations aux
positions 62, 75, 77 et 116.
6.1.5 Autres mutations associées à des résistances aux INRT
Chacune des mutations E44D/A et V118I est retrouvée dans 1% des individus non-
traités [138]. Cette prévalence est beaucoup plus forte chez des patients recevant des
combinaisons de 2 INRT, particulièrement sur des isolats avec des mutations de résistances à
l’AZT [138, 184]. Présentes en combinaison des mutations de résistances à l’AZT, elles
causent une résistance intermédiaire au 3TC [112]. La mutation G333E est présente dans 6%
de patients non-traités et 12% de patients traités aux INRT. Elle a été reportée à faciliter la
double résistance AZT/3TC, mais celle-ci est possible en absence de cette mutation [140].
Elle ne réduit pas la sensibilité. De même, les mutations R211K et L214F faciliteraient cette
double résistance en présence des mutations aux positions 41, 184 et 215 [275].
6.1.6 Patterns de résistances croisées aux INRT
Deux mécanismes génétiques entraînent la multi-résistance:
¾ Q151M associée aux mutations V75I, F77L et F116Y
¾ une double insertion en position 69 avec des NEM [305]
En revanche, ces 2 profils de mutations sont seulement responsables d’une minorité de
multi-résistances, plus fréquemment dues à la combinaison de *4 NEM, M184V, et 1 à 2
mutations dans la boucle `2-` 3 [251]. Les NEM confèrent des degrés de résistance
cliniquement significatifs à tous les INRT, excepté 3TC.
Traitements et résistances
65
6.2 Mutations aux INNRT
6.2.1 Mutations entre codons 98-108, 179-190, 225-236, 318
La mutation K103N est la plus fréquemment sélectionnée chez des patients recevant
des INNRT et cause une résistance croisée aux 3 INNRT (20-50 fold) [16, 132]. De plus,
cette mutation a peu d’effets sur le fitness viral, le virus est à la fois résistant et très "fit", la
structure de sa RT mutée est très peu modifiée. Une substitution différente, K103R, est
retrouvée chez 2 à 3% des patients ne recevant pas de INNRT et n’est pas reportée à induire
de résistance [138].
La mutation V106A cause une résistance à la névirapine (>30-fold), et une résistance
intermédiaire à la delavirdine [77, 132]. L100I cause une résistance intermédiaire à
l’efavirenz et à la delavirdine et est souvent retrouvée avec K103N chez des patients traités à
l’efavirenz, augmentant considérablement la résistance à l’efavirenz. A98G, K101E et V108I
causent chacune un faible taux de résistance aux INNRT [16].
La mutation Y181C/I cause la résistance à la névirapine, delavirdine (>30-fold) et
efavirenz (2-3-fold) [37]. Y188C/L/H induit un haut taux de résistance à la névirapine et
efavirenz et une résistance intermédiaire à la delavirdine [37]. G190A/S cause un haut taux de
résistance à la névirapine et efavirenz [16]. V179D cause seulement un faible taux de
résistance (2-fold) aux INNRT [37].
La mutation P225H cause une faible résistance à l’efavirenz et possiblement à la
névirapine, et également une hypersensibilité à la delavirdine. M230L, récemment identifiée,
cause des résistances à l’efavirenz (20-fold), à la névirapine (40-fold) et à la delavirdine (60-
fold). P236L cause la résistance à la delavirdine et une hypersusceptibilité à la névirapine.
Cette mutation ralentit le clivage de la RNase H, expliquant probablement une baisse de
réplication [100].
La mutation Y318F est une mutation dans la poche liant les INNRT, causant un haut
taux de résistance à la delavirdine (40-fold) et un faible taux de résistance à la névirapine et
efavirenz (<3-fold) [251].
6.2.2 Interactions des mutations aux INNRT
Les interactions des mutations de résistance aux INNRT, comme l’hypersensibilité
causée par certaines mutations, n’ont pas été démontrées cliniquement. En revanche, les
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interactions entre des mutations aux INRT et aux INNRT pourraient s’avérer plus
significatives [77, 259]. Certaines mutations conférant des résistances aux INNRT (Y181C et
L100I) hypersensibilisent certains INRT (AZT), et vice versa. Les multi-résistances à la fois
aux INRT et aux INNRT sont fréquentes, les interactions pourraient ainsi expliquer le succès
des régimes INRT/INNRT, non seulement en thérapie initiale mais également lors d’échec
thérapeutique [251].
6.3 Mutations aux IP
Même si certains points de contact entre inhibiteur et enzyme diffèrent d’un inhibiteur
à l’autre, toute modification d’ensemble de la forme du site actif de l’enzyme peut modifier
l’affinité et donc l’activité de plusieurs inhibiteurs différents (résistance croisée) [31, 48].
Toute résistance aux IP est conséquence d’un changement de conformation du site actif de
l’enzyme, due à une mutation. Certaines substitutions affectent directement le site actif de la
protéase (par exemple V82A), d’autres situées à distance du site modifient indirectement sa
conformation en changeant la rigidité ou le compactage de certaines régions attenantes (par
exemple M36I, M46I, A71V…). L’enzyme doit conserver suffisamment sa structure propre
pour garder son activité, tout en étant suffisamment modifiée pour acquérir la résistance,
équilibre entre le fitness et la résistance du virus sélectionnant les quasi-espèces virales les
plus adaptées à leur environnement. Les mutations de résistances observées en clinique prises
isolément ne sont que peu actives, alors que des mutations de résistances beaucoup plus
actives pourraient être imaginées mais elles seraient trop handicapantes pour la réplication
virale. Pour atteindre ainsi un niveau élevé de résistance, le virus conserve son pouvoir de
réplication tout en ajoutant les mutations graduellement, conduisant à une augmentation
progressive de la résistance.
6.3.1 Mutations dans les sites de liaison au substrat
La mutation V82A/F/T/S est principalement sélectionnée par l’indinavir et le ritonavir,
mais également par le saquinavir sur le long terme avec G48V [54, 183, 306]. Elle cause la
baisse de sensibilité à l’indinavir, au ritonavir et au lopinavir mais non au nelfinavir, au
saquinavir ou à l’amprenavir [54, 183]. Elle contribue aux résistances cliniques et
phénotypiques à tous les IP en présence d’autres mutations aux IP [306]. La mutation I84V a
été reportée chez des patients recevant de l’indinavir, du ritonavir, de l’amprenavir ou de
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l'atazanavir et confère une résistance clinique et phénotypique à tous les IP [54, 183]. Elle est
sélectionnée avec L90M et est rarement la première mutation majeure à être sélectionnée.
G48V est sélectionnée chez des patients traités au saquinavir et rarement chez ceux traités à
l’indinavir, elle cause une résistance au saquinavir (10-fold) et au ritonavir, au nelfinavir et à
l’indinavir (3-fold) [306]. D30N est reportée seulement chez des patients recevant du
nelfinavir et confère aucune résistance croisée clinique ou phénotypique aux autres IP [306].
I50V est sélectionnée chez des patients traités à l’amprenavir, causant également une
résistance au ritonavir et au lopinavir [273]. V32I est sélectionnée par l’indinavir, ritonavir et
amprenavir obligatoirement avec d’autres mutations. R8K/Q cause la résistance au ritonavir.
Ces deux dernières mutations, impliquant une capacité réplicative très diminuée, ne se
retrouvent que très rarement in vivo [48].
6.3.2 Mutations au niveau de la région flexible (volet ou "flap") de la protéase
La région flexible de la protéase (acides aminés de 47 à 56) permet l’entrée et la sortie
des substrats et produits, elle recouvre le substrat après sa liaison au site actif. En plus de
G48V et I50V qui sont aussi dans la cavité liant le substrat, les mutations aux positions 46,
47, 53 et 54 ont un rôle important dans la résistance aux IP. Les patients naïfs traités par de
l'atazanavir ont développé la mutation I50L.
6.3.3 Mutations au niveau d’autres résidus conservés de la protéase
La mutation L90M a été reportée chez des patients traités avec saquinavir, nelfinavir,
indinavir, ritonavir et atazanavir. Elle confère une résistance in vitro aux 7 IP et joue un rôle
dans la résistance croisée clinique à chacun des IP [113]. Les structures cristallographiques de
la protéase mutée L90M ou sauvage montrent que cette leucine se lie près du site catalytique
(codon D25) mais le mécanisme par lequel L90M cause la résistance reste inconnu [196]. La
mutation G73S a été reportée chez 10% de patients recevant l’indinavir ou le saquinavir en
monothérapie, mais est plus souvent observée avec L90M chez des patients échappant à
plusieurs IP [254]. La mutation N88D/S est sélectionnée par le nelfinavir et l'atazanavir, et
moins fréquemment par l’indinavir. Elle ne cause qu’un faible niveau de résistance au
nelfinavir à elle seule, alors qu’associée à D30N ou M46I, elles induisent un haut taux de
résistance au nelfinavir [320]. L24I a été seulement reportée chez des patients recevant de
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l’indinavir et n’a pas été démontrée à conférer une résistance croisée aux autres IP, excepté
peut-être au lopinavir [55].
6.3.4 Autres sites contribuant à la résistance aux IP
Sept positions incluant les codons 10, 20, 36, 63, 71, 77 et 93 ne causent pas de
résistance aux IP. Certaines contribuent à la résistance quand elles sont présentes avec
d’autres mutations alors que d’autres compensent la baisse d’efficacité catalytique causée par
d’autres mutations [172, 193]. Chez des patients hautement traités avec de multiples
mutations dans les sites-clés de la protéase, notamment L90M, la prévalence de ces mutations
augmente considérablement.
6.3.5 Patterns de résistances croisées aux IP
La plupart des mutations au niveau du site actif entraînent des résistances croisées,
excepté D30N conférant une résistance uniquement au nelfinavir. La résistance croisée peut
être expliquée par le fait que les IP ont été optimisés pour lier fortement la protéase sauvage.
Ces mutations affecteraient la stabilité du dimère et réduisent l’efficacité des IP.
6.3.6 Mutations au niveau des sites de clivage de la protéase
Les handicaps réplicatifs des protéases mutées peuvent être compensés également par
la sélection des mutations non dans la protéase elle-même, mais dans son substrat, constitué
par les sites de clivage des polyprotéines Gag et Gag-Pol (9 sites) [48]. Les 2 sites de clivage
situés entre p7 et p6 sont fréquemment le site de l’émergence de substitutions spécifiques à la
suite de l’apparition de mutations dans la protéase, in vitro ou in vivo [171, 315]. La mutation
Gag A431V s’associe le plus souvent à la mutation V82A dans la protéase [172].
6.3.7 Accumulation des mutations de résistance aux IP
De façon générale, la résistance ne peut être obtenue par une mutation unique, ainsi
plusieurs mutations viennent s’accumuler dans la protéase pour obtenir un niveau de
résistance suffisant. Au gré des mutations de résistance, l’avantage sélectif du mutant
s’accentue. Des différences dans les mutations sélectionnées en premier rang par les IP
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reflètent les différences de leur structure chimique [48]. A l’opposé, l’indinavir sélectionne les
mutations sans ordre spécifique. Les mutations secondaires ou mineures complètent et
accentuent la résistance induite initialement par les mutations majeures; certaines (I54V,
M46I) sont positionnées au niveau du volet flexible de la protéase, d’autres (L10I, K20R,
M36I, A71V) sont localisées en périphérie à une distance plus ou moins grande du site actif
de la protéase. Elles agissent en modifiant indirectement la conformation générale du site par
l’intermédiaire de la conformation de domaines qui lui sont adjacents. Elles améliorent ainsi
le fitness, celui-ci étant affaibli par les mutations au niveau du site actif.
Tableau 8. Ordre d’accumulation des mutations de résistance suivant la pression des différents
IP: les mutations majeures suivies des mutations secondaires.
Sélection initiale Sélection secondaire
Ritonavir V82A
Mutations dites secondaires en position
46, 71, 20 ou 54
Nelfinavir D30N Mutations secondaires
Saquinavir L90M Mutations secondaires
Amprenavir I50V Mutations secondaires
Indinavir
Mutations possibles
V82A, M46I, L90M, A71V…

Mutations secondaires
7. Méthodologies: détermination des résistances et interprétations
La résistance peut être mesurée soit par des essais génotypiques soit par des essais
phénotypiques [286]. Les tests génotypiques sont plus couramment utilisés que les tests
phénotypiques, car ils sont moins onéreux, nécessitent une infrastructure plus simple et sont
plus rapides. Les tests phénotypiques s’avèrent essentiels pour les corrélations phénotype-
génotype et sont la base des interprétations des tests génotypiques [313].
7.1 Génotypes de résistance
7.1.1 Source du virus
Le plasma est la source principale du virus utilisée pour tester la résistance en clinique.
Du fait d’une demi-vie du HIV-1 de 6 heures dans le plasma, seul sera isolé le virus se
répliquant activement [210]. La séquence du virus plasmatique représentera donc les quasi-
espèces les plus récemment sélectionnées par le traitement antirétroviral.
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Comme le génotypage nécessite l’extraction d’ARN, la reverse transcription,
l’amplification par PCR d’un fragment du génome du HIV-1 (>1kb) plus long que celui
utilisé pour la quantification (environ 100 pb), la sensibilité des essais génotypiques s’avère
généralement réduite par rapport à la quantification, avec un seuil limite de 100 à 1000
copies/ml.
7.1.2 Séquençage partiel du gène pol
Le séquençage à l’aide de didéoxynucléotides est la technique la plus utilisée, soit en
appliquant avec des protocoles "maison" soit avec des kits commercialisés. Les protocoles
"maison" sont hautement reproductibles dans des laboratoires expérimentés [253]. En
revanche, des kits commercialisés sont également disponibles: Trugene (Bayer, Toronto,
Canada (anciennement Visible Genetics)) approuvé par la FDA et ViroSeq (Applied
Biosystems, Foster Citry, Californie) en cours d’approbation par la FDA. Ces 2 techniques
présentent également des résultats hautement concordants, avec des contrôles qualité et un
système d’interprétation [90]. Elles sont plus onéreuses que la technique précédente, mais
sont universelles par rapport aux techniques "maison".
Ces techniques consistent à séquencer partiellement le gène pol, c’est-à-dire la partie
codant la protéase et la RT, cibles des molécules actuellement utilisées. La séquence protéique
déduite de la séquence nucléotidique est analysée pour la détection des mutations associées à
des résistances.
7.1.3 Méthodes d’hybridation
Ces méthodes d’hybridation consistent, soit à déterminer la séquence de la protéase et
de la RT, comme décrit ci-dessus, mais par un système de puce: Affymetrix GeneChip (Santa
Clara, California), soit à détecter des mutations spécifiques par LiPA (Line Probe Assay,
Innogenetics, Ghent, Belgium). La technique Affymetrix GeneChip est limitée du fait de la
variabilité génétique du HIV [280]. La détection des points de mutations est une technique
peu onéreuse, nécessite peu d’infrastructures et est très sensible pouvant détecter des
mutations en faible proportion. Le LiPA se présente sous une forme de bandelettes de
nitrocellulose où sont fixées des sondes pour le codon sauvage ("wild-type") et le codon muté
[268]. Cette technique est limitée par le fait qu’elle ne détecte qu’un certain nombre de
mutations et que, dans 10% des cas, les résultats sont ininterprétables à cause d’une faible
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hybridation, souvent due à des mutations non communes [249]. De plus, la diversité génétique
du HIV est également un obstacle à cette technique [142]. En revanche, le LiPA apparaît plus
sensible que le séquençage pour la détection des mélanges de populations [284].
7.1.4 Interprétations du génotype: élaboration d’algorithmes
L’interprétation des résultats génotypiques a pour objectif, à partir d’une combinaison
de mutations, de prédire la réponse virologique à chaque antirétroviral. La complexité de ces
profils de mutations a conduit à l’élaboration d’algorithmes d’interprétations des résistances.
Plusieurs algorithmes ont été élaborés et sont remis à jour régulièrement à partir des données
cliniques et phénotypiques, notamment les algorithmes de l’ANRS, de Stanford, de l’institut
Rega, de Visible Genetics (Guidelines) [239, 251, 283] … La construction d’algorithme est
une tâche difficile et longue reposant sur des études phénotypiques et des études de
corrélation entre les mutations et la réponse virologique à un antirétroviral.
¾ Algorithme de Stanford est basé sur les corrélations entre génotype et histoire
thérapeutique, entre génotype et phénotype et entre génotype et succès clinique [256]. Les
mutations de résistance sont classées suivant le degré de résistance qu’elles impliquent.
• Susceptible, aucune réduction de sensibilité.
• Faible taux de résistance potentielle, indique des mutations ne réduisant pas la
sensibilité virale, mais sans doute sélectionnées antérieurement par une pression
thérapeutique.
• Faible taux de résistance, indique des mutations réduisant la susceptibilité in vitro aux
antirétroviraux et/ou une réponse virologique suboptimale au traitement.
• Résistance intermédiaire, suggère un degré de résistance entre le faible taux de
résistance et le haut taux de résistance.
• Haut taux de résistance, indique une forte résistance in vitro et/ou des patients avec
peu ou aucune réponse virologique à l’antiviral.
¾ Algorithme Rega (RegaInst version 5.5) [283]
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Tableau 9. Algorithme d’interprétation des mutations de résistances de Rega, Belgique.
INRT
Molécules Conditions Taux de
résistance
AZT
• 215Y/F sans 184V/I; 151M ou 69insertion; 2 NEM sans 184V/I; 2 NEM et 184V/I et
333D/E; 3 NEM et 184V/I
• 1 seule mutation parmi les NEM sans 184V/I; 1 seule mutation parmi les NEM et 184V/I
et 333D/E ; 2 mutations exactement parmi les NEM et 184V/I
R
I
ddC • ) 1 mutation parmi 65R, 67G, 67délétion, 69D/G/S, 69insertion, 74V
• ) 4 NEM; 184V/I
R
I
ddI • ) 1 mutation parmi 65R, 69G, 69insertion, 74V, 151M
• ) 4 mutations parmi les NEM, 69D et 75T; ) 1 mutation 184V/I ET 75T
R
I
3TC • 184V/I ou (65R et 151M)
• ) 1 mutation parmi 44A/D ou 118I + ) 2 NEM; 67délétion ou 69insertion; 65R ou 151M
R
I
d4T
• ) 1 mutation parmi 67 délétion, 69G, 69insertion, 75A/M/S/T, 151M) ou ) 4 mutations
parmi 41L, 67N, 69D/N, 70R, 210W, 215Y/F, 219Q/E
• = 3 mutations 41L, 67N, 69D/N, 70R, 210W, 215Y/F, 219Q/E
R
I
Abacavir
• ) 1 mutation parmi 67 délétion, 69G; ) 2 mutations parmi 65R, 69insertion, 74V, 115F,
151M, 184V/I, 215Y/F; ) 1 mutation parmi 65R, 69insertion, 74V, 115F, 151M, 184V/I
+ ) 3 mutations parmi 41L, 67N, 70R, 75T, 118I, 210W, 219Q/E;
• ) 4 mutations parmi 41L, 67N, 69D/N, 70R, 75T, 118I, 210W, 215Y, 219Q/E; = 1
mutation 65R, 69insertion, 74V, 115F, 151M, 184V/I ; 215Y/F+41L
R
I
Ténofovir
• ) 1 mutation parmi 65R, 69insertion
• ) 1 mutation parmi 74V, 151M; 41L + ) 2 mutations parmi 67N, 70R, 210W, 215Y/F,
219E/N/Q; 210W + ) 2 mutations parmi 41L, 67N, 70R, 215Y/F, 219E/N/Q; 215Y/F +
) 2 mutations parmi 41L, 67N, 70R, 210W, 219E/N/Q
R
I
INNRT
Molécules Conditions Taux de
résistance
Névirapine • ) 1 mutation parmi 100I, 103N, 106A/I, 108I, 181C/I, 188L/C/H, 19OE/A/S, 230L
• ) 1 mutation parmi 98G, 101E/Q, 179D
R
I
Delavirdine • ) 1 mutation parmi 100I, 103N, 106A/I, 108I, 181C/I, 188L, 19OE, 230L, 236L
• ) 1 mutation parmi 98G, 101E/Q, 179D, 188/C/H
R
I
Efavirenz
• ) 1 mutation parmi 103N, 188L, 19OS, 230L; ) 2 mutations parmi 100I, 101E/Q, 106A,
108I, 179D, 181C/I, 188C/H, 19OE/A/T
• ) 1 mutation parmi 98G, 100I, 101E/Q, 106A, 108I, 179D, 181C/I, 188C/H, 190A/E/T
R
R
I
IP
Molécules Conditions Taux de
résistance
Ritonavir
Indinavir
• ) 2 mutations parmi 46I/L, 82A/F/T/S, 84V; ) 1 mutation parmi 46I/L, 82A/F/T/S, 84V
+ ) 1 mutation parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 24I, 33F, 36I, 48V, 54L/V, 63P, 71I/T/V, 73S,
88S, 90M;
• ) 4 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 24I, 33F, 36I, 48V, 54L/V, 63P, 71I/T/V, 73S,
88S, 90M; 46I/L, 82A/F/T/S, ou 84V; 2 ou 3 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 24I,
33F, 36I, 48V, 54L/V, 63P, 71I/T/V, 73S, 88S, 90M
R
I
Saquinavir
• 48V+90M; ) 1 mutation parmi 48V, 90M + ) 1 mutation parmi 10F/I/R/V, 20M/R,
46I/L, 54V/L, 63P, 71I/T/V, 73S, 82A/F/T/S, 84V ; ) 4 mutations parmi 10F/I/R/V,
20M/R, 46I/L, 54L/V, 63P, 71I/T/V, 73S, 82A/F/T/S, 84V
• 48V ou 90M; 2 ou 3 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 46I/L, 54L/V, 63P, 71I/T/V,
73S, 82A/F/T/S, 84V
R
I
Nelfinavir
• ) 2 mutations parmi 30N, 82A, 90M ; ) 1 mutation parmi 30N, 82A, 90M + ) 1
mutation parmi 36I, 46I/L, 48V, 54L/V, 63P, 71I/T/V, 77I, 82F/T/S, 84V, 88D/S ; ) 4
mutations parmi 36I, 46I/L, 48V, 54L/V, 63P, 71I/T/V, 77I, 82F/T/S, 84V, 88D/S
• ) 1 mutation parmi 30N, 82A, 90M ; 2 ou 3 mutations parmi 36I, 46I/L, 48V, 54L/V,
63P, 71I/T/V, 77I, 82F/T/S, 84V, 88D/S
R
I
Amprenavir
• 50V+ ) 1 mutation parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 32I, 46I/L, 47V, 54L/V, 63P, 82A/F/T/S,
84V, 90M ; ) 4 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 32I, 46I/L, 47V, 54L/V, 63P,
82A/F/T/S, 84V, 90M
• 50V ; 2 ou 3 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 32I, 46I/L, 47V, 54L/V, 63P,
82A/F/T/S, 84V, 90M
R
I
Lopinavir
• ) 7 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 24I, 33F, 46I/L, 53I, , 54A/L/V, 63P, 71I/T/V,
82A/F/T/S, 84V, 90M
• 5 ou 6 mutations parmi 10F/I/R/V, 20M/R, 24I, 33F, 46I/L, 53I, , 54A/L/V, 63P,
71I/T/V, 82A/F/T/S, 84V, 90M
R
I
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¾ Algorithme ANRS [239]
Tableau 10. Algorithme d’interprétation des mutations de résistances de l’ANRS, France.
INRT
Mutations associées à la résistance Mutations associées à une résistance possible
AZT
• T215Y/F
• >2 mutations parmi M41L, D67N, K70R,
L210W, T215D/C/S, K219Q/E
• T215D/C/S
3TC • M184V/I
• Insertion au codon 69
• Q151M
ddI
• L74V
• >2 NEM dont T215Y/F
• Q151M
• Insertion au codon 69
• K65R
ddC • Données insuffisantes pour établir des
recommandations
• Données insuffisantes pour établir des
recommandations
d4T
• V75M/S/A/T
• T215Y/F
• >2 mutations parmi M41L, D67N, K70R,
L210W, T215D/C/S, K219Q/E
• Q151M
• Insertion au codon 69
• T215D/C/S
Abacavir
• >4 mutations parmi M41L, D67N, L74R,
M184V/I, L210W, T215Y/F
• K65R+L74V+Y115F+M184V/I
• Insertion au codon 69
• 4 mutations parmi M41L, D67N, L74V,
M184V/I, L210W, T215Y/F
Ténofovir
• Insertion au codon 69
• 3 NEM dont M41L ou L210W
• K65R
NEM: M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F, K219Q/E
INNRT
Mutations associées à la résistance
Efavirenz L100I, K101E, K103N, Y181C/I, Y188C/L, G190A/C/E/Q/S/T/V, ou P225H
Névirapine L100I, K101E, K103N, V106A, Y181C/I, Y188C/H/L, ou G190A/C/E/Q/S/T/V
Delavirdine L100I, K101E, K103N, V106A, Y181C, Y188C/L, G190E, ou P236L
IP
Mutations associées à la résistance Mutations associées à une résistance possible
Indinavir
• M46I/L
• V82A/F/S/T
• I84V
• L90M et au moins 2 parmi K20M/R, L24I,
V32I, M36I, I54V/L/M/T, A71V/T, G73S/A,
V77I
• L90M
Saquinavir
• G48V
• I84V
• L90M
• V82A/F/S/T et au moins 2 parmi I54V/L/M/T,
A71V/T, G73S, V77I
Nelfinavir
• D30N
• I84V
• N88S/D
• L90M
• V82A/F/S/T et au moins 2 parmi L10I, M36I,
M46I/L, I54V/L/M/T, A71V/T, V77I
Ritonavir
• M46I/L
• V82A/F/S/T
• I84V
• L90M et au moins 2 parmi K20M/R, L24I,
V32I, M36I, I54V/L/M/T, A71V/T, G73S/A,
V77I
Amprenavir
• I50V
• >3 mutations parmi L10I, V32I, M46I/L, I47V,
I54L/M/V, G73S, V82A/F/I/S/T, I84V, L90M
Lopinavir/
Ritonavir
• >7 mutations parmi L10F/I/R/V, K20M/R,
L24I, L33F, M46I/L, I50V, F53L,
I54L/M//T/V, L63P, A71I/L/V/T, V82A/F/S/T,
I84V, L90M
• 6 ou 7 mutations parmi L10F/I/R/V, K20M/R,
L24I, L33F, M46I/L, I50V, F53L,
I54L/M//T/V, L63P, A71I/L/V/T, V82A/F/S/T,
I84V, L90M
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L’interprétation des résistances peut ainsi différer d’un algorithme à un autre. Il a été
donc nécessaire de comparer l’interprétation des profils suivant les différents algorithmes lors
de suivis cliniques [63, 228]. Ravela et al ont montré, sur une étude de 2045 patients traités en
Californie du Nord, que 4,4% des interprétations étaient discordantes, 29,2% partiellement
discordantes et 66,4% complètement concordantes [228]. Ces discordances sont dues à
l’interprétation de nombreux profils de résistances associées aux IP et à quelques profils de
résistances associées aux INRT. Les discordances d’interprétation de mutations de résistance
aux INNRT sont peu communes.
7.2 Phénotypes de résistance
7.2.1 Méthodes
Le phénotype de sensibilité du HIV à un antiviral est évalué par la détermination des
concentrations inhibitrices (IC) qui réduisent in vitro le niveau de réplication d’un inoculum
viral bien défini, exposé à des concentrations croissantes d’antiviral, par rapport à celui d’une
population virale non-traitée [287]. Les concentrations habituellement mesurées sont la IC50 et
la IC90, concentration d’antiviral nécessaire pour inhiber in vitro la réplication virale de 50%
et de 90%, respectivement, généralement exprimées en µM ou nM. Elles doivent être
interprétées par rapport à un système cellulaire et un test donnés. D’une façon générale, plus
elles sont élevées, moins la souche virale est sensible à la molécule testée.
La technique de base pour la détermination du phénotype de sensibilité est réalisée sur
PBMC (peripheral blood mononuclear cells): protocoles ACTG-DoD/ANRS [287]. Un isolat
HIV (surnageant de culture virale) est cultivé sur microplaque de 96 puits avec des
lymphocytes de donneurs sains, préalablement activés par la phytohémagglutinine (PHA), en
présence de concentrations croissantes d’antiviral; dix jours après l’inoculation, la réplication
virale est évaluée par la mesure de l’activité RT ou la production de p24 dans le surnageant de
chaque puits. Les IC50 et IC90 sont alors calculées par intrapolation à partir de la courbe
d’inhibition de la réplication du HIV en fonction de la concentration de drogue testée. Ce test
nécessite l’isolement du virus, puis sa culture à plusieurs dilutions en présence de
concentrations croissantes d’antiviral, il est long, coûteux, difficile, et peu adapté à des
décisions thérapeutiques en pratique médicale.
Une nouvelle génération de tests phénotypiques a été développée, et récemment
améliorée. La technique RVA ("Recombinant Virus Assay") consiste à réaliser directement
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l’amplification du gène d’intérêt (protéase ou RT), ne nécessitant un isolement viral [287].
Ces produits PCR sont ensuite co-transfectés dans des cellules eucaryotes, en association avec
un plasmide renfermant l’ADN complémentaire du HIV, mais délété du gène d’intérêt. Dans
ces cellules, le produit PCR transfecté et le plasmide se recombinent génétiquement pour
former le HIV complet, renfermant le gène codant pour la cible des antiviraux par rapport
auxquels la sensibilité du HIV recombinant sera évaluée. Cette population virale sera
recueillie dans le surnageant de culture. Un test phénotypique est ensuite réalisé en utilisant
des lignées de lymphocytes T (cellules Sup T1…), en mesurant la production virale en
présence de concentrations croissantes d’antiviraux, grâce à la détection de l’activité RT.
Ce test RVA continue d’être amélioré. L’insert peut correspondre à un plus grand
fragment génétique de la souche à tester. Par conséquent, les nouveaux tests permettent
d’insérer la protéase et la RT, même certains peuvent intégrer les sites de clivage de la
protéase, c’est-à-dire une partie du gène gag.
Le test est également amélioré au niveau de sa révélation; la mesure de l’activité RT
ou de la production de p24 est très onéreuse. Elle peut ainsi être basée sur la mesure de la
viabilité cellulaire (test réalisé sur lignée cellulaire T, telles les cellules MT-4) ou sur la
mesure de l’activité luciférase (vecteur comportant un gène indicateur codant la luciférase).
Des tests commercialisés mieux standardisés sont disponibles, basés sur la technique
RVA:
¾ Antivirogram®, Virco, Mechelen, Belgique. Le fragment gag/protéase/RT amplifié de
la souche à tester et la souche standard de laboratoire délétée de ce même fragment
sont transfectés dans une lignée cellulaire T par électroporation. Après recombinaison
homologue, le nouveau virus est alors testé pour sa sensibilité aux antirétroviraux
(Figure 17).
¾ Phenosense™, ViroLogic, San Francisco, USA. Le vecteur de résistance (RTV :
resistance test vector) est construit en insérant la séquence amplifiée de la souche à
tester (protéase-RT) dans un vecteur viral avec un gène indicateur, fréquemment le
gène codant la luciférase, inséré dans une portion délétée du gène de l’enveloppe de
HIV (Figure 18).
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Figure 17. Schéma de la technique commercialisée Antivirogram® de Virco [181].
Figure 18. Schéma de la technique commercialisée Phenosense™, ViroLogic [181].
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7.2.2 Interprétation du phénotype
La comparaison entre les IC50 de la souche testée et les IC50 d’un virus de référence
sensible aux antiviraux est utilisée pour mesurer les réductions de susceptibilité. Elle permet
de déterminer le ratio: IC50 de la souche à tester / IC50 de la souche de référence, exprimée en
"–fold". Suivant le test utilisé, des valeurs de seuils ("cut-off") spécifiques des antiviraux ont
été déterminées pour caractériser la résistance ou la sensibilité de la souche.
7.3 Discordances entre le génotype et le phénotype de résistance
La discordance entre le génotype et le phénotype de résistance apparaît être la
conséquence d’interprétations incorrectes des résultats des tests [322]. Des "cut-offs"
arbitraires sont utilisés dans les tests phénotypiques pour distinguer les souches sensibles des
souches résistantes [313]. Les tests génotypiques ne permettent que de détecter les
populations majoritaires. Lors des pressions thérapeutiques, sont sélectionnées des mutations
de transitions, qui n’affectent pas le phénotype mais deviennent rapidement des mutations de
résistance [250]. Par exemple, les mutations T215C/D/E/S ne causent pas de résistance
phénotypique aux INRT. Elles sont observées avant la mutation de résistance T215F/Y ou
sont le résultat d’une réversion T215F/Y chez des patients en arrêt d’INRT (les substitutions
par C/D/E/S plus fréquemment observées que T en position 215). Sur une large étude, 3% des
patients présentaient ces mutations de réversion, suggérant qu’ils aient été infectés par le virus
mutant en 215. Certaines mutations conférant une résistance à un premier antirétroviral
peuvent hypersensibiliser le virus à un second, masquant la présence de mutation de
résistance à celui-ci. L’essai phénotypique détectera la résistance au premier mais non au
second. Les NEM qui ont été initialement décrites à causer la résistance à l’AZT se sont
avérées induire la résistance à tous les INRT, excepté 3TC. Ces mutations causent seulement
des très faibles taux de résistance phénotypique au ddI et d4T. Les mutations atypiques à de
positions associées à des résistances ne sont pas mentionnées dans les algorithmes alors
qu’elles peuvent induire des résistances phénotypiques [250]. Les profils de résistance avec
de nombreuses mutations sont de plus en plus complexes à interpréter, pouvant ainsi créer des
discordances entre génotype et phénotype [250].
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7.4 Mesure du fitness
La différence de perte d’activité réplicative d’un virus muté par rapport à un virus de
référence peut être mesurée, soit dans des tests de réplication compétitive (très longs mais très
sensibles), soit dans des systèmes de titration sur cycle unique (plus rapide mais moins précis)
[221, 222]. La perte de fitness de mutants de la protéase est généralement plus marquée que
celle qui caractérise la plupart des mutants de la RT [79].
7.5 Limites des techniques
Tableau 11. Avantages et désavantages des techniques génotypiques et phénotypiques
mesurant la résistance du HIV aux antirétroviraux [181].
Avantages Désavantages
Génotype
• Technique relativement rapide et
nécessité de peu d’infrastructure,
hormis le séquenceur
• Technique moins onéreuse que le
phénotypage
• Plus sensible à détecter les résistances
précoces que le phénotype
• Détecte les contaminations possibles
• Ne détecte pas les virus archivés
• Détection limitée des espèces
minoritaires de la population virale
(seuil de détection: 20%)
• Les échappements précoces ne
peuvent être testés que sur des
échantillons présentant une charge
virale supérieure à au moins 500-1000
copies/ml
• Peut prédire seulement les effets des
mutations de résistance décrites et
caractérisées
• Difficulté d’interprétations,
interactions complexes entre les
mutations
• Ne teste pas directement l’effet des
mutations sur la sensibilité aux ARV
Phénotype
• Mesure directe de la susceptibilité de
la souche virale
• Facilité d’interprétation, même avec
des profils de mutations complexes
• Utile pour détecter la résistance à de
nouvelles molécules
• La plupart des essais ne recouvrent
pas totalement la RT
• Ne détecte pas les virus archivés
• Détection limitée des espèces
minoritaires de la population virale
• Ne reflète pas l’émergence précoce de
la résistance
• Cut-offs cliniques significatifs non
disponibles pour tous les ARV
• Nécessité d’un laboratoire spécialisé
• Technique lourde et onéreuse
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8. Utilité du test de résistance
8.1 Utilité clinique des tests de résistance: optimisation du traitement
De nombreuses études cliniques rétrospectives indiquent que le test de résistance est
d’utilité clinique en estimant la probabilité du succès des régimes thérapeutiques substitués
[117, 286]. Elles montrent qu’une meilleure réponse aux traitements est observée chez des
patients pour lesquels des données de résistances sont disponibles par rapport à des patients
pour lesquels aucune donnée de résistances n’est disponible. La détection de résistances
potentielles aide dans le choix des antirétroviraux alternatifs, lors de l’échec thérapeutique ou
lors de l’initiation de thérapies, particulièrement avec la fréquence de transmission primaire
de plus en plus élevée [118].
Tableau 12. Indications des tests génotypiques de résistance suivant les recommandations françaises
(2002) et américaines (2003) [67, 117].
France Etats-Unis
Primo-infection
Recommandé uniquement dans
le cadre de la surveillance
épidémiologique
Recommandé
Infection récente (<1 an)
Recommandé uniquement dans
le cadre de la surveillance
épidémiologique
Recommandé
Avant le traitement initial Non recommandé Recommandé
Echec au traitement initial Recommandé Recommandé
Echecs multiples Recommandé Recommandé
Grossesse
Recommmandé en cours ou fin
de grossesse si la charge virale
reste détectable et avant
l'initiation d'un traitement chez
des femmes ayant été
antérieurement traitées
Recommandé si la charge virale
plasmatique est détectable
Il est à noter qu'une étude récente a montré que la mesure de la résistance
n'apparaissait pas être utile par rapport à un suivi clinique classique, chez des patients multi-
traités [179b]. Il est clair que la mesure de la résistance ne peut remplacer l’évaluation de
l’histoire thérapeutique. La présence de hauts taux de résistance sera un bon prédicateur de la
faible réponse virologique, mais l’absence de résistance ne prédit pas une bonne réponse. Une
bonne réponse est le résultat de multiples facteurs, la pharmacocinétique, l’adhérence…
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8.2 Transmission de virus résistants
8.2.1 Résistance primaire
L’utilisation d’antirétroviraux entraîne une importante fréquence de virus résistants,
ceux-ci étant potentiellement transmissibles. Dans les pays industrialisés où les
antirétroviraux sont utilisés fréquemment et depuis un certain temps, la transmission de
résistance primaire est fréquente de 10 à 26%. De plus, ces virus transmis présentent des
multi-résistances (jusqu’à 4% des souches), limitant le choix alternatif d’un traitement.
Tableau 13. Prévalences de résistances primaires dans des pays développés: quelques exemples.
Pays Etude n Résistance
Suisse [312] 82 10%
France [72] 404 3,7%
Etats-Unis [30] 80 16,3%
Etats-Unis [164] 141 26%
Etats-Unis [159] 58 17%
En France, une étude menée sur l’année 1998 montre une prévalence de mutations
majeures de résistance chez des patients nouvellement infectés de 3,7%, avec 3,3%, 0,8% et
1,9% conférant des résistances aux INRT, aux INNRT et aux IP, respectivement [72]. Une
autre étude en France de 1996 à 1999 montre une prévalence stable de résistances primaires
aux inhibiteurs de la RT (8,8%) alors que la prévalence des résistances primaires aux IP
augmente de 0% à 8,3% [110]. En Belgique, la prévalence des résistances chez des patients
nouvellement infectés et naïfs baisse significativement de 14,7% à 3,3% sur la période de
1995 à 2000, en ce qui concerne les résistances aux INNRT [70]. En revanche, la prévalence
des résistances aux INRT et aux IP est de 14,0% et 2,5%, respectivement, sans aucun
changement significatif sur la même période.
8.2.2 Transmission mère-enfant
La transmission mère-enfant du HIV-1 se réalise dans 14-40% des grossesses sans
intervention [81]. Des prophylaxies antirétrovirales ont été ainsi initialisées pour réduire la
transmission mère-enfant du HIV, après que des millions d’enfants dans le monde aient été
infectés. Malheureusement, le coût et d’autres facteurs ont limité l’accès aux antirétroviraux,
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particulièrement dans les pays en développement. Il a été montré qu’une seule molécule
pouvait prévenir cette transmission, les deux molécules les plus fréquemment utilisées sont
l’AZT et la névirapine. Le protocole ACTG076 (AIDS Clinical Trials Group) montre qu’un
régime intense d’AZT commencé lors de la 14 à la 34ième semaine de grossesse et en
intraveineuse pendant le travail et la délivrance, ainsi qu'oralement à l’enfant pendant ses 6
premières semaines, baisse de 2 à 3 fois la transmission du HIV mère-enfant [107]. Les
propriétés pharmacologiques de la névirapine suggèrent que celle-ci peut être efficace en
simple dose pour prévenir la transmission, du fait de sa rapide absorption et passage dans le
placenta. Par rapport à l’AZT, la névirapine est moins coûteuse et est efficace et moins
toxique, donnée lors du travail à la femme et lors de la première semaine de vie de l’enfant.
Lors de l’essai HIVNET012 en Ouganda, l’administration de névirapine apparaissant simple
et peu coûteuse réduit considérablement la transmission verticale, rendant ainsi ce régime très
attractif, notamment pour les pays en développement [107]. En revanche, la monothérapie a
démontré de rapide sélection de hauts taux de résistance. Dans l’étude HIVNET012, la
résistance à la névirapine est sélectionnée plus fréquemment chez les enfants (46%) que les
mères (19%) [82]. Si les prophylaxies sont utilisées à grande échelle, la transmission de
résistance sera importante.
9. Implications de la diversité génétique du HIV sur la résistance
Les molécules antirétrovirales ont été criblées et évaluées à partir du sous-type B,
prédominant dans les pays industrialisés. Les expériences thérapeutiques sont de plus en plus
nombreuses dans les pays en voie de développement, il est donc nécessaire de connaître
l’impact de la diversité génétique sur l’efficacité des traitements, notamment des sous-types
non-B.
9.1 Résistance naturelle
Le type, le groupe ou le sous-type du HIV peut influencer l’efficacité du traitement. Le
HIV-2 et le HIV-1 du groupe O sont naturellement résistants aux INNRT. Il est à noter que
toutes les souches du groupe O ne présentent pas les mutations de résistance (Y181C),
seulement six isolats sur 11 [73]. Le sous-type F est résistant à un INNRT en développement:
le TIBO (tetrahydroimidazo[4,5,1-jk][1,4]-benzodiazepin-2-(1H-one et -thione) [10]. Le sous-
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type G apparaît moins sensible à certains IP (ritonavir et saquinavir), avec une IC50 multipliée
par 5 [71].
La majorité des infections en Afrique est causée par le sous-type A et C. Velasquez-
Campoy et al ont montré que les protéases de ces 2 sous-types ont un fitness biochimique
(vitalité) plus élevé en présence des IP que le sous-type B [289].
9.2 Résistance sélectionnée sous pression médicamenteuse
Le sous-type viral pourrait aussi influencer l’émergence de résistance. Le sous-type D
développerait plus fréquemment une résistance à la névirapine que le sous-type A, sous
prophylaxie simple dose de névirapine, chez des femmes enceintes [80]. Le sous-type C
développerait plus rapidement une résistance aux INNRT, du fait d’un polymorphisme
nucléotidique naturel au codon 106 [35, 165]. Sous pression de l’efavirenz, mais non de la
névirapine et de la delavirdine, les isolats de sous-type C développent la mutation V106M
conférant un haut taux de résistance aux INNRT. De plus, les variants résistants aux INNRT
sont plus rapidement sélectionnés à faible dose chez les sous-types C que les sous-types B.
Cette mutation de résistance croisée aux INNRT, V106M, n’apparaît pas dans les algorithmes
d’interprétation des mutations génotypiques.
Tableau 14. Comparaison nucléotidique de la position 106 de la RT du sous-type B et C,
influençant la sélection de résistance aux INNRT sous efavirenz.
Position 106 sur la RT
Sous-
type
Acide aminé
sauvage
Codon
sauvage
Prévalence Acide aminé
muté
Codon muté Résistances
induites
B V GTA 97% A GCA Névirapine
C V GTG 94% M ATG INNRT
Selon le sous-type, la voie de résistance peut varier, par exemple, sous pression du
nelfinavir, le sous-type B développe la mutation D30N, voie classique de résistance au
nelfinavir alors que le sous-type G développe L90M, mutation associée à des résistances
croisées aux IP [101]. De même, chez des patients traités au nelfinavir, D30N est rarement
sélectionnée par le sous-type C (6%) comparé au sous-type B (38%) significativement
(P=0,014) [106]. Une étude au Brésil a montré des profils de résistances aux inhibiteurs de la
RT des sous-types A et F similaires au sous-type B [39]. En revanche, les non-B
sélectionnent, sous pression des IP, G48V et V82A/F, plutôt que L90M, malgré les mêmes
régimes thérapeutiques [40]. Une autre étude au Japon a comparé les mutations de résistance
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entre des patients infectés par le sous-type B et CRF01_AE [13]. Les mutations T69N et
V75M sur la RT et L10F, K20I, L33I et N88S sur la protéase sont plus fréquentes chez les
patients infectés par CRF01_AE que par le sous-type B, après traitement similaire. Les
mutations D30N, A71V et N88D sont exclusivement retrouvées sur les souches B.
La recombinaison pourrait également jouer un rôle dans l’émergence de la résistance
au traitement. Il a été montré in vitro que 2 virus, chacun résistant à une classe différente
d’antiviraux, peuvent induire des virus avec des doubles résistances [187].
Résultats
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OBJECTIFS
La diversité génétique du HIV-1 en Afrique
 et ses implications biologiques et thérapeutiques
I- Caractérisation génétique et biologique des variants HIV-1 circulant en Afrique
de l’Ouest et centrale
¾ Caractérisation génétique des HIV-1
• Identification de nouveaux variants du HIV-1
• Développement d’une technique de génotypage alternative au
séquençage
• Mise en évidence de doubles infections M/O et de recombinants
intergroupes M/O
¾ Caractérisation biologique des HIV-1
• Etude du phénotype SI/NSI sur lignée MT-2
• Corrélation entre génotype et phénotypes pour la détermination du
tropisme cellulaire
II- Caractérisation génotypique et phénotypique de la résistance aux antirétroviraux
de souches HIV-1 non-B en Afrique de l’Ouest et centrale
¾ Etude de la résistance naturelle des souches non-B
• Caractérisation génotypique de la résistance chez des patients naïfs de
traitement: détection des mutations de résistances
• Caractérisation phénotypique de la résistance aux antirétroviraux:
mesure de la sensibilité antirétrovirale
¾ Etude de la sélection de résistances sous pression thérapeutique de patients
infectés par des souches non-B
• Caractérisation génotypique de la résistance: suivi d’expériences
thérapeutiques en Afrique
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CHAPITRE I
CARACTERISATION GENETIQUE ET BIOLOGIQUE
DES VARIANTS HIV-1
CIRCULANT EN AFRIQUE DE L’OUEST ET CENTRALE
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1. Caractérisation des variants HIV-1 prédominant en Afrique de l’Ouest et
centrale
L’analyse phylogénétique du groupe M, représentant la majorité des souches circulant
de par le monde (>99%), a permis la classification en sous-types purs (A-D, F-H, J, K) et en
formes recombinantes [207, 234]. Ces formes recombinantes peuvent s’avérer uniques,
restreintes à un groupe limité de personnes liées épidémiologiquement et provenant sans
doute d’un événement de recombinaison récent. En revanche, d’autres formes recombinantes
jouent un rôle majeur dans l’épidémie, retrouvées chez des patients non liés
épidémiologiquement, ainsi dénommées CRF. La répartition géographique de groupes et de
sous-types du HIV-1 reflète une évolution très hétérogène de l’épidémie mondiale [207]. Le
sous-type B est majoritaire en Europe et en Amérique du Nord, alors qu’en Afrique, tous les
groupes et les sous-types circulent, mais avec une répartition hétérogène au sein de ce
continent. L’Afrique australe et du Sud-Est sont fortement touchées par le sous-type C alors
que l’Afrique de l’Ouest par le sous-type A. En revanche, l’Afrique centrale présente une
épidémie très hétérogène, avec une grande diversité génétique des isolats et la présence de
tous les groupes et sous-types documentés [207].
Cette première partie présentera les résultats de nos études sur la diversité génétique
du HIV-1 en Afrique, notamment en Afrique de l’Ouest et Centre Ouest. Cela a permis la
caractérisation des souches circulantes du HIV-1, avec la description de nouveaux variants et
d’observer l’hétérogénéité de l’épidémie dans plusieurs pays.
1.1 Diversité génétique du HIV-1 en Afrique de l’Ouest et centrale: prédominance du
CRF02_AG
A- Introduction
Les études génétiques initiales sur l’Afrique de l’Ouest et centrale montrent la
prédominance du sous-type A. Comme les virus recombinants sont de plus en plus décrits, il
est nécessaire d’analyser l’importance de ces virus dans la pandémie, de caractériser ainsi les
formes circulant dans ces régions. Lors de l’initiation de ces études, 10% des virus HIV-1
décrits étaient considérés recombinants [235]. Notre objectif est de décrire les variants HIV-1
circulant en Afrique de l’Ouest et centrale, plus particulièrement au Sénégal, au Cameroun, au
Gabon, au Nigeria et en Afrique de l’Est, à Djibouti, ainsi d’estimer la proportion des virus
recombinants.
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B- Matériel et méthodes
Les isolats ont été caractérisés sur le gène env (partie V3-V5 de la gp120) par HMA
ou/et par séquençage [68]. La technique HMA ne nécessite aucun équipement lourd et est
moins onéreuse par rapport au séquençage mais apparaît moins informative, du fait d’une plus
faible résolution. En effet, parmi certains sous-types, sont discriminés des sous-clusters,
supportés par des valeurs de bootstraps élevées, ceux-ci correspondant alors à des sous-sous-
types ou CRF. La technique HMA n’est pas assez sensible pour faire cette discrimination.
C’est ainsi que certains échantillons ont été séquencés et analysés par phylogénie, pour une
détermination plus précise du génotype, le séquençage informant sur les distances génétiques
entre l’isolat à analyser et les références (variabilité intra-sous-types jusqu’à 20%, inter-sous-
types de 25 à 35% sur env).
De plus, nous avons déterminé la part relative des formes recombinantes; certains
échantillons ont été également caractérisés sur le gène gag (partie codant la p24) par
séquençage [244].
Tableau 15. Nombre d’échantillons analysés pour l’étude de la diversité génétique du HIV-1,
selon les techniques de génotypage sur les gènes env (HMA ou/et séquençage de V3V5) et gag
(séquençage de la p24).
n
HMA
env
Séquençage
env
Séquençage
gag
Sénégal 44 44 - 44
Nigeria 230 166 64 37
Cameroun 295 55 295 118
Gabon 82 82 - 82
Djibouti 38 38 - 38
C- Résultats
La détermination du génotype env par HMA (partie V3-V5) ne permet qu’une
distinction entre les différents sous-types A, B, C, D, E, F, G et H, alors que le séquençage
permet de déterminer le sous-type mais également les CRF, ceux-ci formant des clusters
distincts. Nous n’introduirons pas, dans un premier temps, la notion de CRF, afin de comparer
les résultats de la distribution des sous-types au sein des différents pays. Nous observons une
forte prévalence du sous-type A (>50%) dans les 4 pays d’étude en Afrique de l’Ouest et
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centrale, alors que le sous-type C prédomine à Djibouti, reflétant la situation en Afrique de
l’Est, suivi du sous-type A. Le Nigeria présente, en plus du sous-type A, une autre forme
prédominante, le sous-type G, avec une distribution géographique polaire des sous-types: A
au sud (70%, p<0,001) et G au nord (58%, p<0,001). Le sous-type F, initialement décrit au
Cameroun, est également mais plus faiblement présent dans les deux pays limitrophes du
Cameroun.
Figure 19. Distribution des sous-types déterminés sur le gène env dans les 5 pays d’étude
(sans la notion de CRF).
Pour obtenir des résultats plus précis sur la distribution des sous-types, et notamment
des CRF, nous avons caractérisé, par séquençage, le gène partiel env (partie V3-V5 identique
à celle qui est caractérisée par HMA) de la totalité des échantillons du Cameroun et d’une
partie des échantillons du Nigeria. En effet, l’analyse phylogénétique des séquences env
permet de distinguer au sein du sous-type A différentes formes, le sous-type A de référence
dit pur, le sous-sous type A2, le CRF02_AG, le CRF11 et le CRF13 [303].
La plupart des souches caractérisées en sous-type A forment un cluster distinct avec le
prototype IbNg, renommé CRF02_AG selon la nouvelle nomenclature [122, 234]. Ce
prototype a été initialement identifié au Nigeria, et plus précisément à Ibadan, où les deux
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sous-types co-circulent à égale fréquence. Au Cameroun, plus de 60% des souches circulantes
sont identifiées CRF02_AG. Au Nigeria, plus de 60% des souches identifiées A forment un
cluster avec le prototype CRF02_AG, représentant 28% des souches circulantes. Les
recombinants AG sont prédominants alors que la prévalence du sous-type G (pouvant être
caractérisé par HMA ou par séquençage) est faible au Cameroun (3,0%), au Sénégal (2,2%) et
au Gabon (7,3%), excepté au Nigeria (37,5%), ainsi que la prévalence du sous-type A
(prototype pur détecté seulement par séquençage), au Cameroun (8,4%) et au Nigeria (27%).
De plus, l’analyse phylogénétique des séquences du gène env partiel montre des clusters
distincts des sous-types ou CRF déjà documentés, caractéristiques du pays étudié, par
exemple, au sein du sous-type G au Nigeria, du sous-type A (dénommé A*) et du sous-type D
(dénommé DCM) au Cameroun.
L’analyse phylogénétique d’isolats HIV-1 camerounais a révélé la co-circulation d’au
moins 8 sous-types et 5 CRF; les sous-types circulants, étant A (8,2%), B (0,3%), C (0,3%), D
(4,4%), F1 (0,3%), F2 (6,4%), G (3,1%), H (2,1%) , K (0,3%), et les CRF étant CRF01_AE
(0,3%), CRF02_AG (62,7%), CRF06 (1,7%), CRF11 (4,8%), CRF13 (0,3%). Le Cameroun
présente une forte hétérogénéité d’isolats HIV-1, sur le gène env, au sein du sous-type A,
représentant 80,8% des souches circulantes; ainsi se distinguent 5 clusters: prototype pur A,
CRF02_AG, CRF11, CRF13 et A*. Ce cluster dénommé transitoirement A* est distinct de
toutes les formes reconnues actuellement, il comprend également une souche unique déjà
identifiée par Carr et al [43]. De même, au sein du sous-type D, est observé un cluster distinct
de la forme de référence (DCM). Celui-ci est également observé au Tchad [290] et avait été
initialement proposé comme un nouveau cluster désigné "k" à partir de souches également
camerounaises [237]. Il est à noter la part relativement importante de F2, alors que le F1 est
minoritaire. Le sous-type F2 est caractéristique de l’Afrique centrale [277].
Les CRF peuvent être donc distingués par analyses phylogénétiques, formant
généralement un cluster distinct au sein du sous-type auquel il appartient. En revanche,
l’analyse d’au moins deux gènes est nécessaire pour distinguer de nouveaux recombinants et
pour valider la forme recombinante des potentiels CRF identifiés sur un seul gène [207].
Au Sénégal et au Gabon, les analyses par HMA sur le gène env ne permettent pas de
détecter les CRF, ainsi l’analyse du gène gag par séquençage dans ces deux pays montre
également une fréquence relativement élevée de CRF02_AG: 61,4% (84,3% des A circulants)
et 46,3% (54,3% des A circulants), respectivement.
Nous détectons ainsi une part relativement importante de discordances (42/319;
13,2%) entre les désignations génétiques de env et de gag, avec tous les sous-types impliqués,
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excepté le sous-type B. Plus particulièrement, au Nigeria, 35% des souches HIV-1 ont des
désignations discordantes de sous-types entre les deux gènes étudiés gag et env, avec
intervention de A, G, CRF02_AG et D (D étant peu impliqué).
Au Cameroun, la désignation de sous-types est concordante à 24% et celle de CRF à
66%, entre les deux gènes env et gag, montrant la part importante de CRF au Cameroun. La
désignation sous-types/CRF est discordante pour 10% des souches, avec intervention des
CRF. Les deux clusters nouvellement identifiés (A* et DCM) forment également des clusters
distincts sur le gène gag partiel, le DCM au sein du sous-type D également et A* au sein du
sous-type A mais se groupant avec les séquences CRF01_AE (étant A dans cette partie).
D- Discussion
La caractérisation génétique de nombreux isolats HIV-1 permet de suivre l’évolution
de l’épidémie [207]. Nous montrons que le CRF02_AG joue un rôle majeur dans l’épidémie
de l’Afrique de l’Ouest et du Centre Ouest, représentant la majorité des souches initialement
classées en sous-type A.
Le prototype CRF02_AG (IbNg) a été initialement découvert au Nigeria où co-
circulent les deux sous-types intervenant dans cette forme, A et G [122]. Le Nigeria présente
une distribution polaire des deux sous-types A et G. Une part importante de CRF02_AG
circule au Nigeria. En revanche, nous montrons d’autres formes recombinantes inter-sous-
types A et G, distinctes du CRF02_AG, circulant dans ce pays mais à plus faible échelle,
s’avérant uniques ou limitées à quelques cas, confirmées par d’autres études au Nigeria [5,
179]. Certaines de ces formes pourraient être issues de la recombinaison entre sous-types et
CRF02_AG. Au Cameroun, CRF02_AG représente 62,7% des souches circulantes alors que
ce pays ne présente que peu de sous-type A (8,2% dans env) et de sous-type G (3,1% dans
env). Ces deux pays ont une forte prévalence de CRF02_AG, mais la distribution des sous-
types A et G est très différente.
Les formes recombinantes peuvent être détectées par l’analyse de deux gènes; ainsi,
sont observées des discordances de désignations de sous-types/CRF entre les gènes gag et
env. Nous avons distingué les études réalisées par HMA sur env et par séquençage sur gag
(Gabon, Sénégal, Djibouti) des études réalisées par séquençage sur les deux gènes (Nigeria,
Cameroun). Nous observons 12,1% et 11,4% de discordances sur les deux gènes au Gabon et
au Sénégal, respectivement alors que seulement 2,6% de discordances sont observées à
Djibouti. Les analyses plus précises par séquençage des deux gènes montrent au Nigeria une
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forte fréquence de discordances (35%), alors qu’au Cameroun, les discordances de
désignations de sous-types/CRF représentent 10%.
D’autre part, au Cameroun, et de façon moins frappante au Gabon, co-circulent de
nombreux sous-types et CRF, suggérant que l’Afrique centrale est l’épicentre de l’épidémie
du HIV-1 [115]. De plus, la plus importante variabilité génétique du HIV-1 a été décrite dans
un pays proche: la République Démocratique du Congo (RDC), pays où tous les sous-types
co-circulent, ainsi qu’une part importante de recombinants circulants ou uniques [291]. Des
nouvelles formes recombinantes ont été identifiées, faisant intervenir CRF02_AG. Pour
comparer les profils recombinants de ces différentes formes inter-sous-types A et G, le
génome complet de ces souches doit être caractérisé afin de déterminer les différents points de
recombinaison.
Malgré une forte prédominance du CRF02_AG, l’épidémie HIV-1 au sein de ces
régions africaines est hétérogène avec des formes spécifiques aux pays. Les CRF
interviennent également dans le processus de recombinaison, résultant dans des virus de plus
en plus complexes. La surveillance continuelle des sous-types et CRF est nécessaire afin de
suivre l’évolution du HIV-1 et d’adapter ainsi les stratégies thérapeutiques, diagnostiques et
vaccinales.
1.2 Notion de CRF: caractérisations génétiques de CRF02_AG, CRF06 et CRF11
A- Introduction
L’étude de deux gènes du HIV révèle la part importante des recombinants dans
l’épidémie, mais apparaît limitée du fait de la complexité des profils de recombinaison. Elle
ne donne que des estimations minimales de la proportion de souches recombinantes
circulantes, ainsi que des renseignements partiels sur la nature recombinante de la souche. De
plus, le phénomène de recombinaison, initialement estimé à 10%, apparaît être beaucoup plus
fréquent [235].
L’identification d’une nouvelle entité génétique du HIV, tel un nouveau sous-type ou
CRF, nécessite la caractérisation de trois génomes complets présentant le même profil
génétique, soit pur sur sa totalité (sous-types), soit présentant les mêmes points de
recombinaisons (recombinants uniques ou CRF) [234].
La souche IbNg a été initialement considérée comme un A divergent, ce n’est
seulement, qu’après analyse de son génome complet, qu’il a été établi de nombreux points de
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recombinaison entre les sous-types A et G [42, 122]. Lors d’études du laboratoire sur la
surveillance des variants HIV-1 circulant en Afrique, nous avons montré ci-avant la part
relativement importante de cette forme en Afrique de l’Ouest et centrale. Nous avons vérifié
que les souches se groupant avec le prototype IbNg étaient également des recombinants avec
une structure mosaïque similaire, en séquençant le génome complet de 3 souches identifiées
initialement IbNg ou CRF02_AG sur les gènes partiels gag et env, provenant du Sénégal et du
Cameroun.
Dans la même optique, nous avons observé des discordances de sous-types sur 2 ou 3
gènes (gag, pol ou env) sur plusieurs souches. Nous avons séquencé le génome complet de
celles-ci, et ainsi identifié de nouveaux CRF jouant un rôle majeur dans l’épidémie en Afrique
de l’Ouest et centrale: CRF06_cpx et CRF11_cpx.
La recombinaison fréquente pourrait altérer le profil de recombinaison initialement
décrit (souches de référence), par exemple, à cause d’origines géographiques différentes des
souches par rapport aux références. Du fait d’une large propagation de cette forme, est-ce que
le profil est similaire dans différents isolats de différentes origines géographiques?
B- Matériel et méthodes
Le choix des souches, notamment de 3, se porte généralement sur des souches avec
des origines, si possible, diverses pour prouver la réelle circulation de la forme nouvellement
identifiée.
D’une part, des échantillons HIV-1 ont été sélectionnés, présentant une désignation
concordante de CRF02_AG sur les deux gènes étudiés env et gag, provenant de pays (Sénégal
et Cameroun) différents des pays d’origine des références pour confirmer la réelle circulation
en Afrique de l’Ouest et centrale et la similarité du profil de recombinaison du prototype
CRF02_AG.
D’autre part, des échantillons HIV-1 ont été préalablement détectés avec des
désignations de sous-types discordantes selon au moins deux gènes, notamment gag et env, et
facultativement pol, formant un cluster distinct au sein du sous-type auquel ils appartiennent
sur les différents gènes étudiés. A la différence du CRF02_AG, ces formes apparaissent être
géographiquement plus localisées. Une série d’échantillons d’Afrique de l’Ouest présente des
discordances sur les gènes gag (sous-type A) et env (sous-type G), formant un cluster avec
une souche initialement décrite (96BFP.90) sur chacun des deux gènes [195]. Une autre série
d’échantillons d’Afrique du Centre Ouest présente des discordances sur les gènes gag (sous-
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type A), pol (sous-type J) et env (sous-type A) formant un cluster avec une souche
initialement décrite (GR17) sur chacun des trois gènes [205].
Tableau 16. Résultats préliminaires permettant la suspicion de CRF: cluster distinct CRF02_AG,
discordances de désignations de sous-types selon les gènes étudiés.
Origines gag pol env
98CM.MP807 Cameroun CRF02_AG - CRF02_AG
98SE.MP1211 Sénégal CRF02_AG - CRF02_AG
98SE.MP1213 Sénégal CRF02_AG - CRF02_AG
97SE.1078 Sénégal A - G
95ML.127 Mali A - G
95ML.84 Mali A - G
96BFP.90* Burkina Faso A - G
97CM.M818 Cameroun A J A
99CF.MP1298 RCA A J A
99CF.MP1307 RCA A J A
GR17* RDC A J A
*: souches initialement décrites [195, 205]
Nous avons directement séquencé le génome complet des souches, après obtention de
PCR chevauchantes. Le profil de recombinaison est analysé à l’aide des logiciels Simplot et
Bootscan, déterminant les points de recombinaison et identifiant le sous-type des différents
fragments. De plus, chaque fragment identifié est analysé à nouveau par phylogénie pour
confirmer le sous-type déterminé, la fiabilité de l’arbre étant reflétée par la valeur des
bootstraps.
C- Résultats
¾ Confirmation du profil de recombinaison du CRF02_AG
Le prototype IbNg du Nigeria et deux autres souches provenant de Djibouti sont à la
base de l’identification du CRF02_AG [41, 43, 179]. Il s’est avéré très rapidement que cette
forme circule fréquemment en Afrique de l’Ouest et centrale. Nous avons caractérisé le
génome complet de trois souches identifiées initialement CRF02_AG sur les gènes partiels
env et gag sur le génome complet, provenant du Cameroun et Sénégal pour confirmer cette
circulation. Les séquences des 3 génomes complets forment un cluster avec les 3 souches de
référence, supporté par une haute valeur de bootstrap (100%). Elles sont ensuite analysées à
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l’aide des logiciels Simplot et Bootscan, soit contre les sous-types purs, notamment A et G,
soit contre une souche de référence CRF02_AG. Ces analyses confirment que les 6 souches
d’origines géographiques diverses ont un profil de recombinaison inter-sous-types A et G
similaire au prototype CRF02_AG.
Figure 20. Analyses par Bootscan de la souche 98SE.MP1211 contre les sous-types de
référence (a) ou contre les sous-types de référence et le prototype CRF02_AG (b); profil de
recombinaison de la souche (c).
¾ Caractérisation du CRF06_cpx
Les isolats HIV-1 caractérisés proviennent de patients du Mali (n=1), du Sénégal
(n=4), de Côte d’Ivoire (n=4) et du Burkina Faso (n=2). Initialement, le génotypage a permis
de classifier les souches en sous-type A dans gag (p24) et en sous-type G dans env (V3-V5),
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formant un cluster distinct au sein de chacun des sous-types. L’analyse génétique de pol
montre un profil recombinant inter-sous-types G et K. Toutes ces analyses coïncident avec les
analyses de deux autres souches dont le génome complet a été caractérisé, BFP-90 et 95ML-
84 provenant du Burkina Faso et du Mali, respectivement [195]. Nous avons caractérisé le
génome entier de deux autres virus, 95ML-127 et 97SE-1078, issus d’échantillons du Mali et
du Sénégal. La caractérisation d’une souche d'un autre pays africain, le Sénégal, permettra de
prouver la réelle circulation de cette forme recombinante en Afrique de l’Ouest. Des analyses
à l’aide de logiciels Simplot et Bootscan révèlent une structure similaire des 4 isolats.
L’analyse partielle d’autres isolats prouve la circulation de cette forme dans un quatrième
pays d’Afrique: la Côte d’Ivoire.
Figure 21. Structure inter-sous-types du CRF06_cpx.
¾ Caractérisation du CRF11_cpx
La caractérisation partielle de gag (p24), de pol (protéase et RT) et d’env (V3-V5)
d’isolats du Cameroun (n=1) et de RCA (n=2) a permis de détecter des formes recombinantes,
A, J et A, respectivement, formant des sous-clusters distincts dans chacun des sous-types,
avec un isolat déjà caractérisé (GR17 provenant de RDC) [205]. Pour vérifier la similarité de
structure, les souches sont caractérisées sur leur génome complet et les séquences obtenues
sont analysées à l’aide des programmes Simplot et Bootscan. Le profil recombinant est
identique pour les différentes souches. Il est à noter que seules deux souches ont été
caractérisées pour l’identification du sous-type J, apparaissant très proches génétiquement
[156]. Par conséquent, les analyses incluant ces deux références s’avèrent complexes. La
caractérisation de deux fragments du CRF11 dans les gènes pol et env ne peut être déterminée
entre le sous-type G et J.
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Figure 22. Structure inter-sous-types du CRF11_cpx.
D- Discussion
Nous documentons, par analyse de trois souches d’horizons géographiques différents
des trois références (IbNg, DJ263, DJ264), que les souches formant un cluster avec IbNg ont
le même profil de recombinaison. Cette forme a été renommée CRF02_AG, du fait de sa
circulation étendue en Afrique notamment de l’Ouest [234]. Cette étude confirme la réelle
circulation de cette forme, avec un profil de recombinaison similaire. En revanche, d’autres
recombinants inter-sous-types A et G ont été identifiés avec des structures mosaïques
différentes du CRF02_AG, notamment en Afrique centrale [43, 58, 179].
L’analyse génétique de CRF06 et CRF11 illustre la complexité des profils
recombinants, faisant intervenir 4 sous-types différents. La recombinaison inter-sous-types est
donc fréquente, ainsi l’analyse d’un gène ou même de deux ne donne qu’une information
partielle, c’est pourquoi le séquençage du génome entier est recommandé. Ces résultats
montrent que la recombinaison joue un rôle important dans la variation et dans l’évolution
globale du HIV-1.
Ces résultats sur l’analyse des génomes complets de formes circulantes du HIV-1
permettent d’extrapoler leur réelle circulation, du fait d’origines géographiques différentes et
de la similarité des profils de recombinaison.
De plus, d’autres études du laboratoire montrent que ces formes recombinantes
peuvent être impliquées dans d’autres phénomènes de recombinaison, résultant de formes
encore plus complexes. Au Burkina Faso et au Niger, où les CRF 02 et 06 circulent
largement, des discordances de désignations de CRF entre les deux gènes gag et env
(déterminées par séquençage) sont observées, notamment entre ces deux CRF [169, 170, 201].
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En plus de leur active circulation, ces formes recombinent entre elles, suggérant les
surinfections.
1.3 Conclusions: importance des CRF
Des analyses génétiques plus détaillées de souches HIV-1 d’origines géographiques
diverses montrent que les sous-types dits purs s’avèrent de moins en moins fréquents alors
que les CRF se répandent. Nos résultats sur des isolats africains ont contribué à établir la
notion de CRF, et ainsi une nouvelle nomenclature du HIV-1 [234]. Celle-ci prône la
caractérisation de trois génomes complets de structures similaires issus d’individus non liés
épidémiologiquement, en vue de l’identification d’un nouveau sous-type ou CRF.
Les travaux au sein du laboratoire ont contribué à l’étude de la répartition des sous-
types et CRF en Afrique, où la diversité génétique du HIV-1 apparaît la plus importante. La
distribution des différentes formes HIV-1 circulant en Afrique a été établie à partir de données
utilisant diverses techniques génotypiques, dont l’HMA et le séquençage partiel ou complet
du génome. Etant donné que toutes les techniques ne sont pas aussi sensibles pour la détection
des recombinants que le séquençage, leur rôle pourrait être sous-estimé dans certains pays.
Le sous-type A, et plus précisément le CRF02_AG, prédomine en Afrique de l’Ouest
et du Centre Ouest, avec une prévalence tendant à décroître de l’ouest au centre. Le sous-type
G, et plus particulièrement le CRF06, semble être la deuxième forme prédominante dans cette
région. En Afrique centrale, tous les sous-types et diverses formes recombinantes co-
circulent, notamment en RDC où de nombreux isolats ne peuvent être classifiés au sein
d’aucune forme déjà documentée [291]. En Afrique de l’Est, les sous-types A et D
prédominent. Le sous-type C est celui le plus observé en Afrique du Sud-Est et du Sud, où
l’épidémie s’avère explosive [178, 207].
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Figure 23. Distribution géographique des différentes formes génétiques du HIV-1 circulant en Afrique
(d’après les données génétiques du laboratoire et de la littérature).
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Les recombinants circulent activement, prouvant ainsi leur intact pouvoir de
réplication, les CRF pourraient représenter des virus plus "fit" par rapport aux formes
ancestrales correspondant à des sous-types purs en combinant les propriétés des différents
sous-types ayant évolué séparément [222, 223, 230]. L’avantage offert par les événements de
recombinaison, comparés à aux mutations, est la vitesse à laquelle le virus acquiert
rapidement des changements importants dans son génome et peut s’adapter ainsi aux
pressions de sélection causées par des changements dans son environnement. Il est nécessaire
d’étudier les propriétés biologiques de ces formes recombinantes pour mieux comprendre
pourquoi elles se répandent autant par rapport aux formes parentales. D’autre part,
l’extinction de sous-types ou d’autres formes peut également résulter de circonstances
épidémiologiques. Par exemple, CRF02_AG pourrait être doté d’un meilleur fitness par
rapport au sous-type parental G, celui-ci étant faiblement représenté [223]. Il pourrait avoir
été initialement transmis dans un groupe à risque puis s’être propagé, suggérant l’effet
fondateur du recombinant. De même, les CRF06 et CRF11 font également intervenir des
sous-types peu représentés dans l’épidémie, tels les sous-types K et J [156, 278]. Ces sous-
types peu communs pourraient ainsi se propager par le biais de ces formes recombinantes.
Celles-ci impliquant plusieurs sous-types suggèrent la haute fréquence des doubles infections.
Ces résultats démontrent que les recombinaisons inter-sous-types se produisent avec les
différents sous-types, non limitées à des sous-types spécifiques et se produisent même avec
d’autres CRF. Le CRF06 fait intervenir 4 sous-types: A, G, K et J et le CRF11 également, A,
G, J et CRF01_AE. Ces recombinants sont probablement le résultat d’événements de
recombinaisons accumulés, se réalisant dans de multiples cycles de réplication virale. Le
laboratoire a également montré que les CRF02_AG et CRF06 pouvaient recombiner entre
eux, notamment au Burkina Faso et au Niger, où ces deux formes co-circulent fréquemment
[170].
Les surinfections pourraient poser des problèmes à la perspective vaccinale: sont-elles
possibles à n’importe quel stade de la maladie? De plus, les recombinaisons induisent des
changements beaucoup plus conséquents que les simples mutations ponctuelles. Pourraient-
elles être des obstacles à la thérapie? Il a été montré que le sous-type G était moins sensible
aux IP in vitro [71]. Le CRF02_AG étant partiellement G, notamment dans une partie de la
protéase, pourrait avoir une sensibilité plus faible aux IP.
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La notion de CRF s’avère de plus en plus cruciale. Les deux premiers CRF identifiés,
le CRF01_AE et le CRF02_AG, jouent un rôle majeur dans l’épidémie en Asie du Sud-Est et
dans l’épidémie de l’Afrique de l’Ouest et centrale, respectivement [178, 207]. Tous deux
font intervenir le sous-type A. Il est à noter l’implication relativement importante du sous-
type A dans les CRF, 50% des CRF décrits font intervenir le sous-type A (dont l’origine est
africaine). Les CRF01_AE et CRF02_AG sont largement transmis par voie hétérosexuelle ou
verticale. La distance génétique au sein du CRF01_AE est faible, reflétant probablement un
effet fondateur du virus CRF01_AE. En revanche, la souche de sous-type E pur n’a jamais été
identifiée. Il est à noter que les CRF01_AE identifiés en Afrique présentent des distances
génétiques plus importantes par rapport au cluster caractérisé en Asie, suggérant une
évolution différente dans les deux continents. Les virus appartenant au CRF02_AG sont
également proches, mais ont des degrés de divergence génétique plus élevés entre eux. Ces
différences entre CRF01_AE et CRF02_AG pourraient s'expliquer par une introduction de ces
formes dans la population à des moments différents [58]. L’épidémie du HIV-1 s’avère plus
récente en Asie qu’en Afrique. Des analyses sérologiques et génétiques montrent que le
CRF01_AE a été introduit tard dans la population Thai, vers 1988-89 [200]. En revanche,
l’épidémie du HIV-1 était déjà présente en Afrique centrale avant 1960, mais ne s’est
propagée que dans les années 70.
De nombreux virus CRF01_AE montrent des profils mosaïques similaires, indiquant
qu’ils dérivent d’un ancêtre recombinant commun [95]. Le prototype IbNg/CRF02_AG a été
isolé en 1991 [122]. Les recombinants AG sont principalement des CRF02_AG, mais d’autres
formes recombinantes AG distinctes de ce CRF sont également observées, collectées dans les
années 1970-80 [43]. Tous exhibent un site de recombinaison près du site de clivage
protéolytique, suggérant la dérivation d’un ancêtre recombinant commun [58].
En Thaïlande, où les sous-types E (CRF01_AE) et B ont été initialement introduits, le
sous-type E devient prédominant. En Chine, où le sous-type B et C ont été introduits, le
recombinant BC circule et se propage dans les différentes régions. En Russie, l’introduction
du sous-type A et B parmi les toxicomanes a induit un recombinant AB [163]. Dans ces pays,
des formes recombinantes sont également observées, faisant intervenir les sous-types
prédominants [178, 207].
Toutes ces données montrent le dynamisme de l’épidémie du HIV-1. Nous avons
participé à la mise en évidence de l’hétérogénéité des souches HIV-1 circulant en Afrique, et
plus particulièrement en décrivant la situation spécifique à des pays de l’Afrique de l’Ouest.
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Les phénomènes de recombinaison irréversibles ne font qu’accentuer la diversité
génétique du HIV, engendrant des variants de plus en plus divergents, d’où la nécessité de
poursuivre la surveillance des souches circulantes à cause des conséquences diagnostiques,
vaccinales, thérapeutiques... La détermination du génotype des variants HIV-1, par
séquençage suivi d’analyses phylogénétiques, ne permet qu’une approche prospective sur un
nombre relativement limité d’échantillons. Les études épidémiologiques nécessitant un
nombre conséquent d’échantillons, des techniques plus simples et moins onéreuses sont
nécessaires, tel l’HMA, mais celle-ci ne détecte pas les CRF02_AG [68].
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2. Développement d’une technique alternative pour le génotypage d’isolats HIV-1
A- Introduction
La caractérisation des isolats HIV-1 par séquençage s’avère être une méthode
onéreuse et difficile à mettre en place dans les pays en développement à cause d’un
équipement lourd. De plus, l’étude de la distribution des différentes formes au sein d’un pays
ou d’une région nécessite le génotypage d’un nombre significatif d’isolats. Nous avons donc
évalué une technique alternative pour le génotypage: le DEIA (DNA Enzyme ImmunoAssay),
en collaboration avec l’équipe du Pr Barin à l’université de Tours, et plus particulièrement
avec le Dr Plantier. Le DEIA est un test immuno-enzymatique sur l’ADN, permettant de
tester rapidement un grand nombre d’isolats. Il est basé sur la reconnaissance des produits
amplifiés couplés spécifiquement à la sonde, avec détection par des anticorps anti-ADN
double brin. Cette technique caractérise le fragment 5’ de la gp120 en utilisant des sondes
oligonucléotidiques spécifiques du sous-type de A, B, C, D, F, et G et des CRF01_AE et
CRF02_AG.
B- Matériel et méthodes
La région 5’ de env, et plus exactement du premier codon au milieu de la région
conservée C1 de la gp120, a été choisie comme une région suffisamment variable pour
distinguer des sondes spécifiques de chaque sous-type, excepté B et D. Les sondes permettent
les discriminations suivantes: CRF02_AG; CRF02_AG/A/CRF01_AE; CRF01_AE; B;
B/BD/D; D; C; F; et G. Les sous-types B et D peuvent être distingués avec une sonde
commune BD; suivi, si le résultat est positif, par la discrimination à l’aide des sondes B et D,
du fait d’une haute similarité des sous-types B et D. Ceux-ci, reconnus pour être
génétiquement très proches, pourraient être même considérés comme sous-sous-types du
même cluster [207]. De même, le choix d’une sonde spécifique du sous-type A a été difficile,
étant donné que les CRF01_AE et CRF02_AG possèdent des séquences signatures de sous-
type A dans la région étudiée. Une sonde commune permet d’identifier A, CRF01_AE et
CRF02_AG puis deux sondes additionnelles permettent la caractérisation du CRF01_AE et
CRF02_AG. Toutes ces sondes de 20 à 29 bases sont biotinylées en 5’, avec des Tm proches
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de 51,2 à 59,5°C; leur différence inter-sous-types est d’au moins 20% (environ 4 bases
différentes).
Après une PCR "nichée" du gène env partiel (env cds – milieu de C1 de la gp120,
correspondant à un fragment de 250 pb), sont réalisées l’hybridation spécifique du sous-type
puis la détection immuno-enzymatique, à l’aide de la trousse DEIA (Gene-Eti-K DEIA,
DiaSorin, Italie). Le principe du DEIA est fondé sur l’hybridation de fragments d’ADN
amplifiés avec une sonde oligonucléotidique immobilisée sur la paroi des puits d’une
microplaque (biotine+streptavidine). L’hybride formé est détecté par un anticorps monoclonal
de souris anti-ADN-bicaténaire. La révélation s’effectue ensuite à l’aide d’un chromogène par
simple réaction enzymatique.
Trois panels ont été constitués, fonction de la distribution des sous-types/CRF, pour
valider la technique.
¾ Le panel européen (France, n=47) représente une faible diversité des isolats HIV-1,
avec une prédominance du sous-type B, sachant que les souches non-B sont de plus en
plus observées en France, du fait de fréquents échanges avec, notamment, le continent
africain.
¾ Le panel d’Afrique de l’Ouest (Sénégal, n=45) reflète un pays où la prévalence du
HIV est faible ainsi que la diversité génétique du HIV-1, avec une prédominance du
CRF02_AG.
¾ Le panel d’Afrique centrale (Cameroun, n=36) reflète une forte diversité génétique des
isolats HIV-1, avec la présence de tous les sous-types documentés.
C- Résultats
Les résultats obtenus par DEIA sont comparés à ceux obtenus par séquençage ou
HMA et entre les deux continents, Europe et Afrique.
Les résultats dans les deux panels apparaissent relativement identiques, avec une
performance du DEIA légèrement moins efficace pour la caractérisation des isolats africains,
sans doute, conséquence de la diversité génétique du HIV-1.
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Tableau 17. Corrélation (%) entre la détermination du génotype par HMA et/ou séquençage (en gras)
et par DEIA (en italique), dans un panel d’isolats européens et africains.
A CRF01 CRF02 BD B D C F G NT a I b
A Europe (n=15) 86,6% 6,6% 6,6%
Afrique (n=19) 68,5% 21% 10,5%
CRF01 Europe (n=3) 100%
CRF02 Afrique (n=28) 3,6% 92,8% 3,6%
B Europe (n=10) 100% 77,8% 11,1% 11,1%
D Europe (n=5) 80% 80% 20%
B ou D Afrique (n=12) 91,7% 8,3%
C Europe (n=5) 80% 20%
Afrique (n=3) 66,7% 33,3%
F Europe (n=4) 100%
Afrique (n=7) 85,7% 14,3%
G Europe (n=4) 100%
Afrique (n=12) 83,4% 8,3% 8,3%
Les cases grisées indiquent une identification correcte; ala valeur d’absorbance étant trop faible pour la
détermination du génotype; bindéterminé du fait d’une réactivité similaire entre les sondes spécifiques du sous-
type A et G.
Le sous-type ou CRF a été identifié correctement pour 107 des 128 isolats (83,6%).
Un échantillon n’a pas été amplifié. Les isolats, caractérisés incorrectement ou non typables,
ont été analysés, plus en détail, en caractérisant la zone d’hybridation par séquençage (région
env cds-C2). Dix (8%) n'étaient pas typables, à cause d’importantes variations génétiques de
la zone reconnue par la sonde, résultant dans un manque d’hybridation. Ceci révèle les limites
des sondes sélectionnées, en termes de spécificité et de sensibilité. Dix (8%) ont été
incorrectement sous-typés si les résultats obtenus en DEIA (début env-C1) sont comparés à
ceux obtenus en HMA (zone V3-V5 de env). Après caractérisation par séquençage de la zone
d’hybridation de la sonde, les analyses phylogénétiques de ces échantillons montrent un profil
recombinant dans cette région d’hybridation, expliquant le sous-typage incorrect.
D- Discussion
Le DEIA permet de distinguer les deux CRF les plus répandus dans l’épidémie, le
CRF01_AE prédomine en Asie de l’Est et le CRF02_AG en Afrique de l’Ouest et centrale. Il
permet de différencier les CRF02_AG du sous-type A sur le gène env, à la différence de la
technique HMA env. Cette dernière s’est améliorée, une technique HMA gag a été élaborée
pour permettre cette distinction ainsi que pour caractériser les discordances entre les deux
gènes [116].
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Le DEIA apparaît comme un outil rapide et simple pour le génotypage de souches
HIV-1 (A, B, C, D, F, G, CRF01_AE et CRF02_AG), du fait d’une détection sur microplaque
nécessitant seulement un équipement pour réaliser des PCR et des ELISA et d’une
identification des échantillons réactifs et non-réactifs. Cette technique pourrait donc être
facilement mise en place pour des études épidémiologiques sur de larges populations,
notamment dans les pays en développement. En revanche, le DEIA présente quelques limites,
du fait d’une caractérisation de seulement 20 à 30 paires de bases pour la détermination du
génotype. Nous montrons que les isolats incorrectement identifiés présentent des profils de
recombinaison sur le gène env. La variabilité génétique du HIV-1 apparaît comme un facteur
limitant aux techniques de génotypages, hormis le séquençage. Cependant, le test DEIA peut
être adapté en créant de nouvelles sondes selon les situations locales, les nouvelles formes
émergentes du HIV-1…
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3. Mise en évidence de doubles infections et de recombinants intergroupes M et O
au Cameroun
A- Introduction
Au Cameroun, co-circulent tous les groupes M, N et O ainsi que tous les variants du
groupe M [43, 115, 206, 261]. Le groupe O doit être surveillé du fait qu’il est insensible aux
INNRT et qu’il est plus difficile à diagnostiquer [73, 166, 194, 245, 260]. Après l’étude de la
diversité génétique des isolats du groupe M, nous nous sommes intéressés aux échantillons
réagissant avec les peptides M et O, discriminant les deux groupes, cette double réaction
pouvant refléter une double infection ou une réaction croisée.
B- Matériel et méthodes
Pour discriminer le groupe M, O et N du HIV-1, les sérums provenant de patients
camerounais suivis à l’hôpital militaire de Yaoundé sont testés par un ELISA indirect, basé
sur des peptides de la boucle V3 du HIV-1 de groupe M, O et N [176, 262]. Une partie des
échantillons réagissant avec le peptide M est caractérisée par séquençage (V3-V5). Les
échantillons présentant une double réaction M et O sont analysés pour déterminer s’il s’agit
d’une réaction croisée ou si les deux virus sont réellement présents, par des techniques
moléculaires. Nous avons mis en place une technique de PCR spécifique du groupe sur deux
gènes pol (fragment partiel de l’intégrase) et env (C2V3 et gp41 partiel), suivie du séquençage
direct des produits amplifiés [26, 114, 129].
Figure 24. Schéma des différentes PCR spécifiques du groupe M ou O ou universelles (U), avec le
premier round noté en rouge et le deuxième en vert.
La phylogénie à partir des séquences obtenues permet la vérification de la spécificité
de groupe.
LTR gag pol env LTR
INTEGRASE
C2V3 gp41
UA @ U MA @M U A @ U
MA@ M
OA@ O
MA @ M
OA @ OOA @ O
MA @ M
OA @ O
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C- Résultats
Un total de 1469 sérums camerounais ont été testés. La prévalence des différents
groupes au Cameroun a été discriminée par un test peptidique basé sur la boucle V3 de 84,0%
du groupe M (295/1469 échantillons ont été caractérisés génétiquement pour l’étude de la
diversité génétique au Cameroun, voir Chapitre I 1.1), 1,0% du groupe O et 0,07% du groupe
N. Un seul cas de contamination par un virus de groupe N a été détecté. Environ 10% des
échantillons ne sont pas typables.
Le groupe M apparaît stable de 1996 à 2001, malgré une légère fluctuation en 2000
(78-90%). Le groupe O est également stable, représentant 1% (0,8-1,6%).
Une part importante d’isolats réagissent avec les deux peptides M et O, fluctuant de
1996 à 2001 mais de façon non-significative. Nous avons développé une PCR spécifique du
groupe M et O pour confirmer cette double réaction. Nous avons ainsi mis en évidence des
doubles infections M/O (n=4), dont les deux groupes M et O ont été détectés sur les 2 gènes.
Les sous-types du groupe M intervenant dans ces doubles infections sont CRF02_AG (n=2),
A (n=1) et F2 (n=1). De plus, sont observées des doubles infections avec probablement des
formes recombinantes intergroupes M et O; un des groupes n’est pas détecté sur un des deux
Figure 25. Evolution des prévalences des groupes M et O au Cameroun de 1996 à 2001:
prédominance du groupe M, stabilité du groupe O et doubles réactions M+O.
Chapitre I : Caractérisation génétique et biologique du HIV-1
109
gènes. Deux patients sont infectés par un virus du groupe M et probablement par un virus
intergroupes M en 5’ et O en 3’. Un des deux virus recombinants a été séquencé sur son
génome entier, montrant deux points de recombinaison au niveau du vpr et du LTR: c’est un
recombinant entre CRF02_AG et O. In vitro, le recombinant M/O est devenu prédominant sur
le virus pur du groupe M. De même, Takehisa et al ont mis en évidence un recombinant
intergroupes, O en 5’ et M en 3’ [270]. L’autre virus identifié M/O est également un virus
intergroupes CRF02_AG/O. D’autre part, un patient est infecté par un virus du groupe O et
probablement par un virus intergroupes O en 5’ et M (sous-type F2) en 3’. Celui-ci réagit
seulement avec le groupe O, en sérologie peptidique V3, n’ayant induit que des anticorps anti-
groupe O, du fait d’une enveloppe du groupe O.
D- Discussion
Le groupe O a une prévalence faible et stable (1%) de 1996 à 2001 au Cameroun. Des
travaux ont montré que la prévalence du groupe O a baissé de 20,6% en 1988 à 1,4% en 1998
dans ce même pays, confirmant la stabilisation du groupe O [14, 177]. Il est à noter la part
relative des doubles infections M/O ainsi que des recombinants intergroupes, comparée à la
prévalence du groupe O. Ces recombinants pourraient avoir un meilleur fitness que la souche
parentale O, groupe tendant à s’éteindre. La recombinaison peut se réaliser entre virus
fortement éloignés génétiquement (50%), prouvant la flexibilité du génome du HIV-1. Ces
virus intergroupes font intervenir différentes formes du groupe M, suggérant la possible
recombinaison des différents sous-types ou CRF avec le groupe O. Il est à noter que le groupe
O a une évolution différente de celle du groupe M, le groupe M peut être classifié en sous-
types alors qu’au sein du groupe O, trois clusters peuvent être distingués, mais non
équivalents aux sous-types [238]. Une diversité génétique plus importante est observée au
sein du groupe O qu’au sein du groupe M, suggérant que la lignée O circule depuis plus
longtemps en Afrique centrale.
La recombinaison intergroupes pourrait contribuer à l’émergence de nouveaux
variants et avoir des répercussions sur le diagnostic et le traitement. Notamment, les souches
ayant leur gène codant la RT de groupe O seront insensibles aux INNRT [73]. Il est impératif
qu’elles soient détectées pour éviter une erreur de thérapie, surtout que la névirapine est
largement utilisée dans les HAART mais aussi pour éviter la transmission mère-enfant. La
surveillance de ces doubles infections est donc nécessaire pour pallier une inefficacité
thérapeutique et diagnostique, dans les pays où co-circulent les groupes M et O. La fréquence
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relativement élevée de ces souches pourrait suggérer que ces virus recombinants intergroupes
soient un nouveau CRF.
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4. Caractérisation biologique du HIV-1: détermination du phénotype SI/NSI
A- Introduction
La classification des isolats, selon leur capacité à induire des syncytia (SI) ou non
(NSI), pronostique la progression de la maladie [232]. La fréquence des souches SI est plus
élevée chez des patients développant le SIDA. L’émergence de souches SI est corrélée à la
déplétion des CD4, chez des patients infectés par le sous-type B [25, 61]. En revanche, le
sous-type C, une des deux formes prédominantes en Afrique, présente quasi exclusivement un
phénotype NSI, suggérant ainsi aucune corrélation du phénotype et du taux de CD4 [1, 28,
208, 279].
Notre objectif est d’étudier l’impact de la diversité génétique du HIV-1 au Cameroun
sur le phénotype biologique, et plus exactement sur la capacité à induire des syncytia. Nous
étudions si le phénotype SI corrèle avec la déplétion des CD4, sur des patients infectés par des
souches non-B, notamment par CRF02_AG, l’autre forme prédominante en Afrique.
B- Matériel et méthodes
Nous déterminons le phénotype SI/NSI de 168 échantillons camerounais génotypés sur
le gène env (V3-V5), en fonction de l’induction ou non de syncytia in vitro sur des cellules
MT-2. Les virus sont isolés sur PBMC puis sont cultivés sur une courte période (7-10 jours),
1 million de PBMC infectés sont co-cultivés avec 2 millions de cellules MT-2 [147]. Les
cultures d’HIV-1 sont considérées inductrices de syncytia si une cellule géante multinucléée
est observée par champ du microscope binoculaire.
Les données phénotypiques SI/NSI sont corrélées avec le stade de la maladie, celui-ci
étant reflété par le taux de CD4. La détermination du phénotype requiert des infrastructures
adéquates pour la culture virale. Des techniques génétiques alternatives ont été définies pour
prédire le phénotype, notamment à partir de la séquence V3 [91, 231]. Nous avons utilisé
deux méthodes pour valider la prédiction du phénotype à partir du génotype, sur des souches
non-B, correspondant aux 168 isolats dont le phénotype a été déterminé in vitro.
¾ Les acides aminés chargés positivement à la position 11 ou 25 de la boucle V3. Les
séquences protéiques de la V3 sont analysées pour la détection d’acide aminé basique,
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telle la lysine (K), l’arginine (R) ou l’histidine (H). Les souches possédant au moins
un acide aminé basique seront prédites SI.
Figure 26. Séquence en acides aminés de la boucle V3, consensus du sous-type B,
avec les positions 11 et 25 soulignées.
CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC
¾ La charge globale de la boucle V3. Elle est calculée en additionnant les acides aminés
basiques et en soustrayant les acides aminés acides de la boucle V3, tels les acides
aspartique (D) et glutamique (E). Pour le sous-type B, les souches ayant une charge
nette entre +2 et +4 sont considérées NSI alors que les souches ayant une charge nette
supérieure à +4 sont considérées SI.
C- Résultats
* Corrélation du phénotype biologique et du stade clinique
Les souches sont classées selon leur taux de CD4 et leur phénotype SI/NSI, en
fonction du sous-type viral. Similairement au sous-type B, les souches non-B identifiées SI
reflètent un état avancé de la maladie. De même, pour les patients infectés par CRF02_AG
(61,3%), forme prédominante en Afrique de l’Ouest et centrale, le phénotype SI est corrélé à
un déclin de CD4.
Tableau 18. Proportion de souches SI selon le taux de CD4, et particulièrement pour les souches
CRF02_AG (dont le nombre est significatif).
<200 CD4/mm3 200-500 CD4/mm3 >500 CD4/mm3
Total 54,7% 27,5% 12,5%
CRF02_AG 55,8% 20,0% 20,0%
* Corrélation du génotype et du phénotype biologique
A partir de la séquence d’acides aminés de la V3, les 168 isolats préalablement
phénotypés in vitro SI ou NSI sont analysés selon les 2 lois pour prédire leur phénotype, soit
la charge globale de V3, soit la présence d’acides aminés basiques sur V3 en position 11 ou
25. Sont corrélés ainsi le phénotype déterminé in vitro et le phénotype déterminé à partir de la
séquence génétique de la boucle V3.
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Nos résultats permettent de documenter les prédictions du phénotype à partir du
génotype, sur des sous-types non-B. La charge globale de la boucle V3 est significativement
plus faible pour les souches NSI: 4,25±0,88 que pour les souches SI: 5,40±1,30 (P<10-4),
résultat également observé pour les CRF02_AG: 4,16±0,91 versus 5,42±1,36 (P<10-4).
Tableau 19. Comparaison des lois de prédiction du phénotype à partir de la séquence de la boucle V3,
chez des sous-types B (n=124) [231] et non-B (n=168, résultats obtenus des échantillons camerounais
en gris).
NSI SI Sensibilité Spécificité
nsi 82 6
B
si 2 34
84% 97%
nsi 103 40
Acides aminés
basiques en
position 11 ou
25 de la V3
Non-B
si 5 60
33,3% 95,4%
nsi 78 7
B
si 6 33
83% 93%
nsi 66 15
Charge globale
de la V3
Non-B
si 42 45
75% 61,1%
Le phénotype déterminé expérimentalement est noté en majuscules alors que le phénotype prédit est
noté en minuscules. La sensibilité et la spécificité de la loi correspondent à la fraction correctement
identifiée SI et NSI, respectivement.
D- Discussion
De nombreuses études se sont focalisées sur le sous-type C, un des deux variants les
plus présents en Afrique, notamment en Afrique de l’Est et du Sud. Elles montrent que le
sous-type C arbore un phénotype quasi exclusif: NSI/CCR5 [1, 28, 208, 279]. La détection de
quelques phénotypes SI, même rares, chez le sous-type C suggère la possible évolution de ces
variants. Une hypothèse est que les virus de sous-type C n’ont pas le temps suffisant pour
évoluer du phénotype NSI au SI [217]. Les variants X4/SI apparaissent généralement après un
nombre d’années d’infection chez des patients infectés par le sous-type B, lorsque le taux de
CD4 est inférieur à 400 cellules/µl. L’évolution de la maladie des patients dans les pays en
développement est plus courte à cause du manque de moyens, notamment pour lutter contre
les maladies opportunistes.
Les variants NSI semblent être plus transmissibles que les variants SI, suggérant que le
sous-type C soit plus transmissible [57, 317]. En revanche, le phénotype SI est associé à une
progression plus rapide de la maladie, il reste à savoir si le sous-type C est associé à une
réponse clinique différente. Des travaux récents montrent une haute fréquence de phénotype
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SI chez des patients infectés par le sous-type C recevant un traitement antirétroviral. La
majorité de ces souches arbore le double tropisme CCR5/CXCR4 [47, 131].
L’autre forme la plus prédominante étant le CRF02_AG en Afrique, il est nécessaire
d’étudier sa pathogénicité. Notre étude montre que le CRF02_AG et le sous-type C ont des
caractéristiques biologiques différentes. Le phénotype SI, arboré par les souches CRF02_AG
au Cameroun, est corrélé au déclin des CD4, similairement au sous-type B. Laurent et al ont
montré que la progression de la maladie, corrélée au déclin du taux de CD4, est similaire entre
des patients infectés par des souches du CRF02_AG et des patients infectés par des souches
non-CRF02_AG [157].
La propagation différente des CRF02_AG et C, à travers le continent africain, de
l’ouest au sud et à l’est, respectivement, ne peut être expliquée seulement par des différences
biologiques, mais sans doute aussi par de multiples facteurs, historiques, comportementaux,
socio-économiques…
Les techniques génétiques alternatives à la détermination in vitro du phénotype
biologique, initialement basées sur des souches de sous-types B ont été évaluées sur des
souches non-B [231]. La prédiction du phénotype par des lois génétiques apparaît moins
sensible et moins spécifique pour les sous-types non-B. Ces lois ont été conçues à partir de
séquences B et doivent être révisées pour leur validation sur des souches non-B. La détection
in vitro du phénotype ne peut être ainsi remplacée par une méthode génétique, notamment
pour les CRF02_AG.
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Abstract
In Yaounde, Cameroon, HIV-1 group-specific V3 serology on 1469 HIV-positive samples collected between 1996 and 2001 revealed
that group O infections remained constant around 1% for 6 years. Only one group N sample was identified and 4.3% reacted with group
M and O peptides. Although the sensitivity of the group-specific polymerase chain reaction (PCR) in two genomic regions was not optimal,
we confirmed, in at least 6 of 49 (12.2%) dual O/M seropositive samples and in 1 of 9 group O samples, dual infection with group O and
M viruses (n  4) or with group O or M virus and an intergroup recombinant virus (n  3). Partial env (V3–V5) sequences on a subset
of 295 samples showed that at least eight subtypes and five circulating recombinant forms (CRFs) of HIV-1 group M co-circulate; more
than 60% were CRF02_AG and 11% had discordant subtype/CRF designations between env and gag. Similarly as for subtype B, the
proportion of syncytium-inducing strains increased when CD4 counts were low in CRF02_AG-infected patients. The V3-loop charge was
significantly lower for non-syncytium-inducing strains than for syncytium-inducing strains but cannot be used as an individual marker to
predict phenotype. The two predominant HIV-1 variants in Africa, CRF02_AG and subtype C, thus have different biological characteristics.
© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.
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Introduction
Phylogenetic analyses of numerous strains of HIV-1,
isolated from diverse geographic origins, have revealed that
they can be subdivided into groups (M, N, O), subtypes
(A–D, F–H, J, K), sub-subtypes (A1, A2; F1, F2) and
circulating recombinant forms (CRFs; CRF01–CRF14)
(Robertson et al., 2000). It was soon recognized that HIV-1
strains from Cameroon show a remarkable genetic diversity,
despite the initially low HIV prevalence. The three HIV-1
groups co-circulate and most of the known HIV-1 group M
variants have been described in Cameroon. HIV-1 groups O
and N were originally reported from this region and are
endemic to Cameroon and neighboring countries (De Leys
et al., 1990; Gurtler et al., 1994; Peeters et al., 1997; Simon
et al., 1998; Vanden Haesevelde et al., 1994). Several
unique and circulating recombinant forms have been de-
scribed, and recombination between HIV-1 group O and M
viruses has even been documented in Cameroon (Peeters et
al., 1999a; Takehisa et al., 1999). Although, several studies
have already reported the predominance of CRF02_AG in
Cameroon, the simultaneous presence of many HIV variants
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leads to the emergence of recombinant strains involving
divergent strains (Carr et al., 2001; Fonjungo et al., 2000;
2002; Heyndrickx et al., 2000; Montavon et al., 2000; Ny-
ambi et al., 2002; Tebit et al., 2002). Therefore, it remains
important to continue to genetically characterize prevalent
HIV-1 strains in regions where multiple variants co-circulate.
Continuous monitoring of the molecular epidemiology of
HIV-1 is also necessary because of all the implications
related to this diversity. There is well-established evidence
that differences related to efficiency of diagnostic assays
and antiretroviral drugs exist among the various HIV-1
variants (Apetrei et al., 1996, 1998; Descamps et al., 1997,
1998; Loussert-Ajaka et al., 1994; Parekh et al., 1999). The
degree to which vaccines based on one subtype will elicit
cross-protection against other subtypes is also still poorly
understood but the discovery of large numbers of recombi-
nant viruses clearly implies that co-infection with divergent
HIV-1 strains is not as rare as once thought (McCutchan,
2000; Peeters, 2000; van der Groen et al., 1998). Recent
studies have shown that there may also be differences in
pathogenesis among certain subtypes (Kaleebu et al., 2002;
Kanki et al., 1999).
Only a few data are available on the biological character-
istics of non-B HIV-1 strains, but from several independent
studies, it is clear that the CXCR4-positive phenotype, previ-
ously known as rapid/high or syncytium-inducing (SI), is rare
among subtype C-infected patients (Bjorndal et al., 1999;
Peeters et al., 1999b; Tscherning et al., 1998). For subtype B,
the presence of CXCR4-positive viruses is associated with a
more rapid progression to AIDS (Fenyo et al., 1988; Karlsson
et al., 1994; Koot et al., 1992, 1993; Tersmette et al., 1988,
1989), but it remains to be determined whether subtype C
infections are associated with different clinical outcomes. The
majority of HIV infections worldwide occur in Africa where
all HIV-1 variants co-circulate, but with subtype C predomi-
nating in South and East Africa and CRF02_AG in West and
West Central Africa (McCutchan, 2000; Peeters and Sharp,
2000). Since CRF02_AG is the second predominant HIV-1
variant in Africa, it is important to gain better knowledge of its
biological characteristics.
In this study, we report on the genetic and biological
characteristics of HIV-1 strains in a large cohort of patients
attending PRESICA, a health structure providing counsel-
ling, voluntary testing, and medical care for HIV-infected
patients in Yaounde, the capital city of Cameroon, between
1996 and 2001.
Results
Serologic prevalence of HIV-1 group M, N, and O and
HIV-2 infection among HIV-positive patients between
1996 and 2001
Over a 6-year period, from 1996 to 2001, 1469 samples,
identified as HIV positive by commercial screening and
confirmatory assays, were tested in an indirect ELISA based
on synthetic V3-loop peptides to discriminate between
HIV-1 group M, N, and O and HIV-2 infection. Overall,
1234 (84.0%; 95% confidence interval (CI), 82.1–85.9%)
samples were identified as group M, 15 (1.0%; CI, 0.6–
1.7%) samples were group O, 63 (4.3%; CI, 3.3–5.5%)
samples reacted with group M and group O V3-loop pep-
tides, and only 1 (0.1%; CI, 0.0–0.4%) sample reacted
strongly with group N. Only 3 (0.2%; CI, 0.0–0.6%) sam-
ples were identified as HIV-2, and 153 (10.4%; CI, 8.9–
12.1%) of the samples did not react with any of the V3-loop
peptides used. The proportion of group M infections fluc-
tuated from 1996 to 2001 between 78 and 90%, but differ-
ences were not significant over time (2 for trends, P 0.8).
Group O infections remained constant around 1% (0.8–
1.6%) within the limits of the CI, and about 10% (7.9–
11.7%) of the HIV infections could not be typed at each
period. The proportion of samples that reacted simulta-
neously with group O and M peptides fluctuated over time,
but no significant trend was seen (2 for trends, P  0.9).
HIV-1 group M variants
A subset of the 1469 patients (n  295) agreed to be
enrolled in a previously described cohort study that moni-
tors whether different subtypes are associated with different
disease progression or pathogenesis (Laurent et al., 2002).
Samples from these patients were genetically characterized
and can be considered representative of the complete HIV-
infected population, without any biases in the subtype dis-
tributions. The genetic subtype was identified in the env
V3–V5 region for these 295 samples, and for 118 of them,
chosen at random, the subtype was also characterized in the
gag p24 region. Among the 295 samples, 278 were reactive
with the group M V3 peptide, and 17 were untypable in the
peptide ELISA. Fig. 1 summarizes the genetic subtypes in
the env V3–V5 region for the 295 samples. Overall, at least
eight subtypes and five CRFs co-circulate in HIV-1 group
M-infected patients in Yaounde. The majority of the strains
(80.8%) belonged to subtype A, but a more detailed phylo-
genetic tree analysis showed that many strains formed a
separate subcluster with the CRF02_AG prototype strains,
representing 62.7% of the total amount of HIV-1 infections.
Among the remaining env subtype A samples, some clus-
tered with CRF11_cpx, CRF13_cpx, or the A reference
strains, and a separate subcluster that we identified for
clarity as A* was also observed (Fig. 2a), representing 4.8,
0.3, 8.2, and 4.8% of the total infections, respectively (Fig.
1). Almost all other known genetic subtypes co-circulated:
0.3% B, 0.3% C, 4.4% D, 0.3% F1, 6.4% F2, 3.1% G, 2.1%
H, 0.3% K; two other CRFs were also present, 0.3%
CRF01_AE and 1.7% CRF06_cpx (Fig. 1). Only one sub-
type F strain belonged to the F1 sub-subtype; all the others
were F2. The majority of the env subtype D strains formed
a separate and well-supported subcluster within subtype D
(Fig. 2a). Previously described unusual env sequences from
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Cameroon (Cam001C and BCB88), initially proposed to
form a new env clade designated “k” (Loussert-Ajaka et al.,
1998; Roques et al., 1999), also clustered with our subtype
D viruses. Similar subtype D variants were recently also
documented by our group in Chad, and full-length genomes
were sequenced for two such strains (99TCD-MN011 and
99TCD-MN012) showing that these strains represent a pure
subtype D variant restricted to West Central Africa (sub-
mitted for publication).
The genetic subtype was also identified in 17 samples
that were untypable by V3-group specific serology (17 of
153 untypables, 11.1%); all 17 were group M and the
subtype distribution was as follows: 9 CRF02_AG, 1 A, 2
D, 1 H, 2 F2, and 2 CRF11. No significant differences were
observed in the V3-loop sequences of these samples com-
pared with the V3-consensus sequences for each subtype.
For 118 samples subtyped in env, we also genetically
characterized the gag p24 region to estimate the proportion
of recombinant strains. For 28 (24%) and 78 (66%) strains,
subtype and CRF designations, respectively, were concor-
dant between the two genes studied (Table 1). For 12 (10%)
samples, the subtype/CRF designations were discordant be-
tween the two genes studied (Table 1). For 2 of the 12
discordant samples, two different subtypes were noted, but
for the remaining 10 strains, the discordance was noted
between a CRF and a subtype. Similarly as observed
among the env sequences, gag subtype D sequences
formed a separate subcluster within subtype D and the env
subtype A sequences, designated as A* in env, clustered in
the gag region with the CRF01_AE prototype strains (Fig.
2b). This cluster also contained the CM53122 strain from
Cameroon, for which full-length genome analysis revealed
Fig. 2. Identification of new subclusters in subtypes A and D: phylogenetic trees based on 499-bp unambiguously aligned nucleotides from the V3–V5 env
region (a) and 669-bp unambiguously aligned nucleotides from the p24 gag region (b). The following reference strains representing the different subtypes
and CRFs were used: subtype A (A_KE.93.Q2317, A_UG.92.UG307, A_SE.94.SE7253); subtype B (B_US.86.JRFL, B_US.90.WEAU160,
B_FR.83.HXB2R); subtype C (C_ET.86.ETH2220, C_IN.95.21068, C_BW.96.BW0502, C_BR.92.BR025); subtype D (D_CD.83.NDK, D_CD.83.ELI,
D_UG.94.UG114, D_ 99TCD.MN011, D_99TCD.MN012); sub-subtype F1 (F1_FR.96.MP411, F1_BE.93.BEVI850, F1_FI.93.FIN9363); sub-subtype F2
(F2_CM.95.MP255, F2_CM.95.MP257); subtype G (G_NG.92NG083, G_SE.93.SE6165, G_BE.96.DRCBL); subtype H (H_BE.93.VI991, H_BE.93.VI997,
H_CF.90.CF056); subtype J (J_SE.93.SE7887, J_SE.94.SE7022); subtype K (K_CM.96.MP535, K_CD.97.EQTB11); CRF01_AE (AE_TH.93.TH253,
AE_TH.90.CM240, AE_CF.90.CF402, AE_CF.90.CF4071); CRF02_AG (AG_IBNG, AG_FR.91.DJ263, AG_CM.97.MP807, AG_SE.98.MP1211,
AG_SE.98.MP1213); CRF06_cpx (96.BFP90, 95.ML84, 95.ML127), and CRF11_cpx (97.CM-MP818, 99.FR-MP1298, 99.FR-MP1307). The phylogenetic
analysis was done as described under Materials and Methods. Reference strains are in black; our strains forming an A* subcluster and a DCM subcluster (D
in Cameroon) are in gray. The CM53122 strain (marked by Œ) from Cameroon has been considered as a reference of CRF01_AE/A recombinant (Carr et
al., 2001) and clustered with our group A*.
Fig. 1. Distribution of HIV-1 group M variants (in percentage) in Yaounde, the capital city of Cameroon. The data are based on partial env (V3–V5)
sequences.
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that it was a CRF01_AE/A recombinant strain (Carr et al.,
2001).
Genetic characterization of dual group O and M
seropositive samples
Among the 1469 sera tested in the V3-loop ELISA, 63
(4.3%) reacted simultaneously with HIV-1 group M and
group O V3 peptides. In 49 samples, for which sufficient
material was available, additional PCR analyses with spe-
cific group M and group O primers in pol (partial integrase)
and env (C2-V3 and/or partial gp41) were done to study
whether these individuals were infected with both group M
and group O viruses. Each PCR product was sequenced to
verify the specificity of the group-specific primers. As con-
trols, we performed similar analyses on 9 samples that
reacted only with group O V3 peptides and on 10 samples
that reacted only with group M V3 peptides. The dual-
reactive samples were classified into three categories, ac-
cording to the optical density (OD) observed with each
peptide. Table 2 summarizes the PCR results for the differ-
ent categories of dual-reactive samples and for the group O
and group M control samples. Among the 34 samples with
higher reactivity with the M-V3 peptide, only 1 dual infec-
tion was documented by PCR. In this sample (MP977), O
and M viruses were amplified in pol and env. Both O and M
viruses were confirmed by sequence and phylogenetic tree
analysis of the C2-V3 region (Fig. 3). For the 14 samples
with equal reactivities to group M and O peptides, 8 were
infected with a group M virus only, 1 with a group O virus
only; in 2 patients (MP647, MP1289), O and M sequences
were amplified in pol and env (Fig. 3); and in 2 others
(283BA, MP978), only M sequences were amplified in pol
and O and M sequences in env (Fig. 3), suggesting co-
existence of a group M virus and a possible intergroup
recombinant virus. One of these samples was from a patient
for whom we previously documented dual infection with
group M and an intergroup M–O strain, based on full-length
genome sequencing (Peeters et al., 1999a). The intergroup
recombinant strain was M in the 5 end of the genome and
O in the 3 end, with a breakpoint in vif. In the only sample
with a higher reactivity with the O-V3 peptide (2734BA),
both group O and M sequences were amplified in pol and
env (Fig. 3). For two dual-reactive samples, no conclusion
could be drawn because no virus could be amplified in pol
or env with the group O- and M-specific primers.
Surprisingly, for one of the nine samples reacting with
only the group O V3 peptide (273BA), the presence of at
least two viruses was documented. In this sample, M and O
were amplified in env (Fig. 3) and only O in pol. This could
suggest the presence of dual infection with a group O virus
and an intergroup recombinant virus being O in the 5 end
of the genome and M in the 3 end. For two group O
samples, no conclusion could be drawn because no virus
could be amplified in pol or env with the group O- and
M-specific primers.
For the 10 samples that reacted only with group M
peptides, only group M sequences were amplified. Fig. 3
shows the phylogenetic tree in the env C2-V3 region con-
firming the simultaneous presence of group O and M se-
quences. Overall, this means that at least in 6 of 49 (12.2%)
dual-seropositive samples, dual infection was documented,
as it was in 1 of 9 (11.1%) group O monoreactive samples.
Syncytium-inducing capacity of non-B HIV-1 group M
strains in Cameroon
Classification of viral isolates as SI or non-SI (NSI) is
considered to be important for the prognosis of disease
progression, and the appearance of SI variants is related to
enhanced CD4 cell depletion and disease progression to
AIDS in subtype B infections. Few data exist on the bio-
logical characteristics of CRF02_AG strains which are pre-
dominant in the HIV epidemic in West and West Central
Africa. For the patients included in the cohort, viral cultures
were attempted. For 168 randomly chosen HIV-1 strains the
SI capacity was also studied on MT-2 cells as previously
described. For the different subtypes, data were correlated
to disease stage of the patients as reflected by their CD4
counts. Table 3 summarizes the number and/or percentage
of SI strains, according to the CD4 counts and for the
different env subtypes. Similarly as observed in subtype
B-infected patients, more SI strains are observed in patients
at a more advanced disease stage: 54.7% SI strains in
patients with fewer than 200 CD4 cells/mm3, 27.5% SI
strains at CD4 counts between 200 and 500 cells/mm3, and
12.5% SI strains at CD4 counts above 500 cells/mm3. Only
for the CRF02_AG strains, which represent 61.3% of the
Table 1
Subtypes in gag (p24) and env (V3–V5) for 118 HIV-1 group M
samples
gag env n
Concordant genotypes between
gag and env
Concordant subtypes (24%) A A 9
B B 1
D D 3
F2 F2 10
K K 1
G G 4
Concordant CRFs (66%) CRF02 (A) CRF02 (A) 69
CRF06 (A) CRF06 (G) 1
CRF11 (A) CRF11 (A) 7
CRF13 (G) CRF13 (A) 1
Discordant genotypes between
gag and env
Discordant subtype/CRF
designations (10%)
A H 1
D A 1
CRF02 A* 1
A CRF02 1
CRF02 H 1
CRF02 F2 1
CRF01 A* 6a
a This group of viruses could represent a new CRF.
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strains tested, could significant conclusions related to the
subtype be drawn; for the other variants the numbers tested
were too low: 55.8% of the CRF02_AG strains were SI in
patients with fewer than 200 CD4 cells/mm3, 20.0% were SI
when CD4 counts were between 200 and 500 cells/mm3,
and 20.0% were SI when CD4s were above 500 cells/mm3.
Similarly as previously reported for subtype B strains,
we studied the prediction of the phenotype based on the
sequence of the V3 loop; i.e., we examined whether posi-
tively charged amino acids at positions 11 and/or 25 in the
V3 loop were present, and calculated the global charge of
the V3 loop (Resch et al., 2001). All V3-based phenotype
predictions are summarized in Table 4. Among the 108 NSI
strains in vitro, 103 (95.4%) were predicted as NSI and 5
(4.6%) were predicted as SI based on the presence of a
positive charged amino acid at position 11 or 25, with R (n
 3) and K (n 2) in position 25 only. For the 60 SI strains
in vitro, only 20 (33.3%) had a positive amino acid at one of
these two positions, with R (n  10) and H (n  2) at
position 11 and with R (n 4) and K (n 5) at position 25.
Only a significant number of CRF02_AG strains were
analyzed and a similar trend was seen: 64 (95.5%) of the 67
NSI strains were predicted to be NSI and only 12 (33.3%)
of the 36 SI strains were predicted to be SI. Although the
numbers of subtype D samples were very low, this was the
only subtype in our study where all SI strains were predicted
SI based on the amino acids present at positions 11 and/or
25.
The mean global charge of the V3 loop was significantly
lower for NSI strains, 4.25 ( 0.88), versus SI strains, 5.40
 1.30 (P  104). This was also the case for CRF02_AG
separately, 4.16  0.91 for NSI strains versus 5.42  1.36
for SI strains (P  104). For subtype B, NSI strains have
a total net charge between 2 and 4 and SI strains have
a charge superior to 4. However, the global charge cannot
be used as an individual marker to predict whether strains
are SI or NSI, since only 66 of 108 (61%) NSI strains have
a charge 4 predicting NSI strains for subtype B, and 45 of
60 (75%) have a charge 5 which predicts SI strains for
subtype B (Table 4). Predicting the phenotype based on the
global V3 charge was more sensitive than the method based
on positively charged amino acids at position 11 and/or 25
(75% vs 33.3%) but less specific (61.1% vs 95.4%) (Table
4). These two methods were established on subtype B, with
a better performance (sensitivity: 83% vs 84%; specificity:
93% vs 97%) (Resch et al., 2001) and cannot be used on
non-B strains.
Discussion
In addition to previous studies on molecular epidemiol-
ogy in Cameroon, this current study highlights the preva-
lences of groups M, N, and O over time, documents dual
group M and O infection and intergroup recombinants, and
describes biological characteristics of the predominant
CRF02_AG variant.
HIV-1 groups O and N were both first identified in
Cameroon, raising concern over the emergence of new HIV
variants, with possible public health implications (Loussert-
Ajaka et al., 1994). In this study, we showed that group O
prevalences remained low and constant, representing
around 1% of the HIV-1 infections between 1996 and 2001.
Previously, Ayouba et al. (2001) showed, for samples col-
lected between 1986 and 1998, that group O infections
decreased in Cameroon from 20.6% in 1988 to 1.4% in
1998. These data and our subsequent stable prevalences
suggest that group O infection seems to be stabilized. We
Table 2
PCR results with specific group O and M primers in pol and env (C2V3) for the different categories of dual O/M seropositive samples and for the group
O and group M control samples
Dual reactive samples (n  49) Group O
samplesd
(n  9)
Group M
samplese
(n  10)
Total
OD O  Ma
(n  1)
OD M  Ob
(n  14)
OD M  Oc
(n  34)
pol M, env M — 8 32 — 10 50
pol O, env O — 1 — 6 — 7
pol MO, env MOf 1 2 1 — — 4
pol M, env MOg — 2h — — — 2
pol O, env MOg — — — 1 — 1
PCR neg with M and O
in one of the two genes
— 1 1 2 — 4
a OD with M-V3 peptide 0.605 and OD with O-V3 peptide 2.869.
b Mean OD with M-V3 peptide 0.997 (0.386–1.687) and mean OD with O-V3 peptide 0.950 (0.313–1.624).
c Mean OD with M-V3 peptide 1.181 (0.703–2.283) and mean OD with O-V3 peptide 0.538 (0.371–1.077).
d OD with M-V3 peptide 0.250 and mean OD with O-V3 peptide 0.947 (0.345–1.546)
e Mean OD with M-V3 peptide 0.699 (0.374–1.205) and OD with O-V3 peptide 0.250.
f These combinations of PCR results suggest infection with a group O virus and a group M virus.
g These combinations of PCR results suggest infection with a group M or O virus and an intergroup recombinant virus.
h Based on full-length genome sequence for one sample, an intergroup O/M recombinant virus has been previously reported on a follow-up sample from
this patient (Peeters et al., 1999a).
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also confirm in our study that group N is still a rare infec-
tion—only 1 (0.1%) group N infection in a total of 1469
HIV-1 samples (Ayouba et al., 2000).
Although the group-specific V3-loop peptide ELISA has
limitations, it allows rapid screening of large numbers of
samples to differentiate between HIV-1 groups. In addition,
the technique is easy and can be easily implemented in
developing countries where different HIV-1 groups co-cir-
culate. As already previously described, the technique lacks
sensitivity and cross-reactions between M and O are ob-
served (Simon et al., 2001). Around 10% of our samples
could not be typed; this is in concordance with results
reported by Simon and colleagues on serum panels from
Cameroon and Gabon (Simon et al., 2001). Lack of reaction
with the V3 peptides may be due to low titers of V3
antibodies, suboptimal consensus sequences for the group
M, O, or N peptides, or infection with divergent HIV
strains. To test this latter possibility, we sequenced 17
untypable samples which represented 11.1% of the total
untypable samples; all were group M strains without any
particular V3-loop sequence. We also observed that a rela-
tively significant number of the HIV-positive samples, 63
(4.3%), had simultaneously antibodies against group O and
group M peptides. On a reference panel of 72 group M and
28 group O sera, Simon et al. (2001) showed that 2.8% of
group M samples cross-reacted with the group O peptide
and 29% of group O samples cross-reacted with group M
peptide, but all groups reacted with the correct peptide and
cross-reactions represent optical densities that are 50%
lower. Our prevalences of dual O/M seropositivity corre-
spond to the 5.7% documented by Simon and colleagues on
a serum panel from Cameroon (Simon et al., 2001). We
checked by PCR and sequencing the presence or not of
group M and O viruses on a subset of 49 dual-seropositive
Fig. 3. Phylogenetic tree based on 364-bp aligned nucleotides from the C2V3 env region for the dual seropositive samples in which group O and M sequences
were amplified in env. The following reference strains representing group O strains and different group M subtypes and CRFs are as follows: O_CM.ANT70,
O_GQ.276HA, O_GA.92.VI686, O_SN.99.SEMP1299, O_SN.99.SEMP1300, O_GQ.193HA, O_CM.93.CA9EN, O_CM.91.MVP5180, O_CM.4974;
A_KE.93.Q2317, A_UG.92.UG307, A_SE.94.SE7253, A_SE.94.SE7535, B_GA.88.OYI, B_FR.83.HXB2R, C_BW.96.BW0402, C_BR.92.BR025,
D_CD.83.NDK, D_CD.83.ELI, F1_FR.96.MP411, F1_F1.93.FIN9363, F2_CM.95MP255, F2_CM.95MP257, G_SE.93.SE6165, G_BE.96.DRCBL,
AE_TH.90.CM240, AE_CF.90.CF402, AG_IBNG, AG_FR.91.DJ263. An outgroup CPZ_CD.CPZANT was used.
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samples, and documented the presence of at least two vi-
ruses in six samples. Moreover, in one sample reactive with
only the group O peptide, we also documented dual infec-
tion. Different combinations of dual infections were docu-
mented; dual infection with groups O and M, dual infection
with group O or M virus and an intergroup recombinant
virus, with group M in the 5 end and group O in the 3 end,
or vice versa. This means that at least in 7 (0.5%) of the
1469 HIV-1 infected patients, dual infection occurred, with
the possible presence of an intergroup O/M recombinant in
three patients. The minimal estimate of a 0.5% prevalence
of dual infections is thus very close to the 1.0% of group O
infections. Therefore, it will be important to monitor also
for dual group M and O infection in Cameroon because
recombination between strains belonging to distant lineages
may contribute substantially to the emergence of new
HIV-1 variants.
Our study also shows that group-specific PCR in two
regions of the genome is an easy and specific tool with
which to detect dual infections. The primers that we used in
our study were validated with high sensitivities and speci-
ficities on viral isolates, whereas in our study the sensitivity
could be lower because we started on primary material
(plasma and/or PBMCs). The suboptimal storage conditions
(20°C for long periods) and lower viral loads in primary
material can significantly decrease the sensitivity of the
PCRs. However, the primers used were specific, since all
fragments amplified with group-specific primers were con-
firmed by sequencing (data not shown, only for the dual-
reactive samples in Fig. 3). This means that the numbers of
dual infections (6/49) are minimal estimates and could prob-
ably be even higher. These intergroup recombinations could
have important implications for diagnosis of HIV-1 infec-
tions by serological and molecular tests, and for treatment
since differences among susceptibilities to nonnucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) exist between
group O and group M (Descamps et al., 1997; Loussert-
Ajaka et al., 1994). Actually, the low prevalence of group O
infections does not yet compromise the use of nevirapine as
prophylaxis for mother-to-child transmission of HIV, but
our observations and other reports on dual infections sug-
gest that intergroup O/M recombinants should also be mon-
itored (Peeters et al., 1999a; Takehisa et al., 1997, 1999).
Continuous monitoring of the different HIV-1 groups in
Cameroon is also necessary to document the stabilization or
decline of group O infection and the extent of dual infec-
tions and possible intergroup recombinants, and to find out
whether group N is an emerging or declining HIV infection.
To accurately identify group M and group O infection, the
sensitivity of the V3-peptide assay has to be improved. The
relatively low rate of confirmed dual infections, 12.2%,
along dual-M/O-seropositive samples can be related to
false-positive reactions, with one peptide, but also to the
fact that one of the two viruses became predominant during
Table 3
Number and/or percentage of SI and NSI strains, according to the CD4 counts and for the different env (V3–V5) subtypes
env subtype 200 CD4 cells/mm3 200–500 CD4 cells/mm3 500 CD4 cells/mm3 n tested
SI NSI SI NSI SI NSI
A 0 5 6 9 0 3 23
C 0 1 0 0 0 0 1
D 2 0 1 4 0 1 8
F 4 0 4 2 0 2 12
G 1 1 0 2 0 2 6
H 2 0 0 1 0 0 3
K 0 1 0 0 0 0 1
CRF02 24 (55.8%) 19 9 (20.0%) 36 3 (20.0%) 12 103
CRF06 0 2 1 1 0 0 4
CRF11 2 0 1 3 0 1 7
Total 35 (54.7%) 29 22 (27.5%) 58 3 (12.5%) 21 168
Table 4
Performance of V3-based phenotype prediction methods in non-B subtypesa
Rule (prediction) NSI
(n  108)
SI
(n  60)
Sensitivity Specificity
Positively charged amino acid
at 11 or 25
nsi 103 40 33.3% 95.4%
si 5 20
Global charge nsi 66 15 75% 61.1%
si 42 45
a Uppercase and lowercase letters denote experimentally determined phenotypes (NSI or SI) and predicted phenotypes (nsi or si), respectively. Sensitivity,
fraction of correctly identified SI sequences; specificity, fraction of correctly identified NSI sequence (Resch et al., 2001).
261L. Vergne et al. / Virology 310 (2003) 254–266
HIV infection with viral loads under the detection limit,
resulting in a negative PCR for the other infecting strain, but
with persistence of specific antibodies. In addition, dual
M/O infection was confirmed in one sample that reacted
only with the group O peptide. This can probably be ex-
plained by the limit of the V3-peptide ELISA in which 10%
of the samples remain untypable and thus not all group M
infections are detected.
Based on partial env sequences, we demonstrated, in a
random sample (n  295), a high genetic diversity among
HIV-1 group M strains, with at least eight subtypes and five
CRFs that co-circulate. CRF02_AG is the predominant vari-
ant, representing more than 60% of the total HIV-1 infec-
tions. Within env subtype A sequences, we identified a
separate subcluster, which we identified as A* for clarity in
the text and figures, and the same strains clustered in gag
with the CRF01_AE prototype strains. These strains clus-
tered with the previously described CM53122 strain from
Cameroon which is a mosaic virus between CRF01_AE and
nonrecombinant subtype A (Carr et al., 2001). Heyndrickx
et al. (2000) also identified three viruses as CRF01_AE in
gag and A in env. It is thus possible that all these strains
have a similar mosaic genome structure and represent a new
CRF. Significant conclusions can be drawn only after se-
quencing two additional full-length genomes from epidemi-
ologically unlinked individuals. In our study, 10% of the
samples had discordant subtype/CRF designations between
gag and env, and in the majority of the samples, CRF02_AG
was involved in the possible recombination event, thus
leading to more complex viruses.
In the present study, we evaluated the presence of SI and
NSI variants in patients infected mainly with the
CRF02_AG variant which predominates in West and West
Central Africa. After stratification for CD4 counts, we ob-
served similarly as for subtype B-infected patients (Fenyo et
al., 1988; Karlsson et al., 1994; Koot et al., 1992, 1993;
Tersmette et al., 1988, 1989) that the proportion of SI strains
increases when disease is more advanced and CD4 counts
are lower. We can therefore conclude that the biological
characteristics of the CRF02_AG strains are similar as those
seen in subtype B-infected patients in Europe and the
United States. It is, however, important to note that the two
predominant HIV-1 variants in Africa, CRF02_AG and
subtype C, have different biological characteristics. Multi-
ple reports have shown that CXCR4 usage as well as MT-2
cell tropism was rare among subtype C samples (Bjorndal et
al., 1999; Peeters et al., 1999b; Tscherning et al., 1998).
For subtype B, positively charged amino acids are found
at positions 11 and/or 25 in the V3 loop of SI isolates,
whereas in NSI isolates both residues were either uncharged
or negatively charged (De Jong et al., 1992; Fouchier et al.,
1992). However, in our study, 95.4% of the NSI strains in
vitro were predicted NSI, but only 33.3% of the SI strains
were predicted SI, suggesting that the in vitro detection of
SI variants cannot be replaced by a genetic method for
CRF02. Other reports also observed a lack of correlation
between the V3-loop amino acid sequence and the in vitro
SI capacity of some HIV-1 isolates, and this lack of corre-
lation is observed among different genetic subtypes includ-
ing subtype B (Holm-Hansen et al., 1995; Peeters et al.,
1999b; Sabri et al., 1996). Similarly, despite the fact that the
global charge of the V3 loop was significantly lower for NSI
strains, this cannot be used as an individual marker to
predict whether strains are SI or NSI.
Our study also shows that co-infection and recombina-
tion between divergent HIV-1 strains is thus not as rare as
initially thought. To develop an efficient vaccine, it remains
to be determined when superinfection can occur during the
course of HIV infection, and to what extent humoral and
cellular antibody responses are efficient against divergent
strains. Differences between transmissibility and pathoge-
nicity have been well documented for HIV-1 and HIV-2,
with HIV-2 being less transmissible and less pathogenic
than HIV-1 (De Cock et al., 1993; Kanki et al., 1994;
Marlink et al., 1994). Whether similar differences exist
among the HIV-1 groups and/or subtypes has to be studied
further. Recently, a study in Uganda documented on more
than 1000 patients that compared with subtype A, subtype D
is associated with a faster progression to disease (Kaleebu et
al., 2002). We recently showed that patients infected with
the CRF02_AG variant have a progression to disease sim-
ilar to that of patients infected with non-CRF02_AG strains
(Laurent et al., 2002). Associations between modes of trans-
mission and subtype are probably due more to historical
chance coupled with behavioral factors, but biological fac-
tors related to the host and the virus could also play a role
(Hu et al., 1999; Kunanusont et al., 1995; van Harmelen et
al., 1997). NSI variants seem to be more readily transmitted
than SI variants (Cornelissen et al., 1995; Zhu et al., 1993).
Therefore, it is important to follow-up whether the spread of
certain variants, for example CRF02_AG and subtype C, in
Africa could be associated with their biological character-
istics.
Materials and methods
Patients and serology
All HIV-1-positive samples from patients attending
PRESICA, a health structure providing counselling, volun-
tary testing, and medical care for HIV-infected patients
based at the military hospital in Yaounde, were systemati-
cally tested to differentiate between HIV-1 group O, M, and
N and HIV-2 infection, over a 6-year period (1996–2001).
The military hospital in Yaounde, the capital city, is one of
three major referral centers for patients with suspected HIV-
related disease. Most patients are referred directly to
PRESICA from other hospitals or primary health care fa-
cilities for suspected HIV-related diseases or for HIV
screening. Since January 1997, a cohort study has been
initiated to study the impact of the different genetic sub-
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types/CRFs on disease progression. Patients identified as
HIV infected who were more than 14 years old, and with a
Karnofsky index greater than 70, were asked to participate
in this cohort study. The patients enrolled in the cohort were
asked to attend medical examinations quarterly or more
often if necessary. Immunological status was recorded at
baseline and then every 6 months; the genetic subtype was
identified and when possible viral cultures were attempted.
All patients received pre- and posttest counselling, and HIV
testing was done after written informed consent was re-
ceived from the patient. All clinical and laboratory tests
were free of charge at the initial visit, as were medical visits
and laboratory tests at follow-up for those participating in
the cohort. Free medical care, including prophylaxis and
treatment of opportunistic infections, was offered to each
patient with a positive HIV serology.
Screening for HIV-1 antibodies was performed by
ELISA (Murex HIV-1.2.0, Abbott, Rungis, France) fol-
lowed by confirmation on a Line immunoassay, INNOLIA
HIV-1/HIV-2 (Innogenetics, Belgium). CD4 cell counts
were determined by flow cytometry (FACSCount, Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) in freshly collected
whole blood at baseline and then every 6 months. Since
2001, antiretroviral drugs (ARVs) have been offered to all
patients with medical criteria, based on their clinical evo-
lution and CD4 counts as defined in a consensus report on
the place of ARVs in Africa (IAS, 1999).
To differentiate between HIV-1 group O, M, and N and
HIV-2 infection, sera were tested with an in-house indirect
ELISA based on synthetic V3-loop peptides of HIV-1-M,
-N, and -O, and HIV-2, as previously described (Simon et
al., 2001). Briefly, wells of microtiter plates were coated
with 0.25 g of each single peptide per well in 0.05 M
bicarbonate buffer, pH 9.6, by incubation at 37°C for 20 h.
After washing with phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 0.5% Tween 20, unoccupied sites were blocked with
PBS containing 5% fetal calf serum, for 2 h at 37°C. Sera
were diluted 1/100 in an hypertonic PBS solution (0.01 M
sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 0.75 M NaCl,
10% fetal calf serum, and 0.5% Tween 20). After incubation
for 30 min at room temperature, plates were washed and
incubated with peroxidase-conjugated goat anti-human IgG
for 30 min at room temperature. After washing, the reaction
was revealed with hydrogen peroxide–o-phenylendiamine
for 15 min at room temperature in the dark. Color develop-
ment was stopped by adding 2 N H2SO4, and OD was read
at 492 nm.
Genetic subtyping in the gag and env regions
Blood was collected into EDTA tubes, and plasma and
cells were separated and stored at 20°C. DNA was ex-
tracted from the primary or cultured peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) using the Qiagen DNA isolation kit
(Qiagen SA, Courtaboeuf, France), according to the manu-
facturer’s instructions.
Seven hundred-base pair fragments, corresponding to the
p24 region from the gag gene and the V3–V5 env region,
were amplified as previously described by a nested PCR
(Toure-Kane et al., 2000). The amplified fragments were
purified using the QIAquick gel extraction kit (Qiagen) and
were directly sequenced with the Abiprism BigDye Termi-
nator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTaq
DNA polymerase (FS; Perkin–Elmer, Roissy, France) on an
automated sequencer (373A stretch; Applied Biosystems).
Identification of HIV-1 group O and M sequences in dual
group O and M seropositive samples
Plasma or primary PBMCs from dual-seropositive sam-
ples were tested by RT-PCR or PCR respectively, with
group M- and group O-specific primers in env (C2V3 and
gp41) and pol (partial integrase), to confirm the simulta-
neous presence of both viruses. The group M C2V3 frag-
ment was amplified with a nested PCR using previously
described group-M specific primers ED5/ED12 as the out-
ers, and ED31/ED33 as the inners under previously de-
scribed PCR conditions (Delwart et al., 1993). The HIV-1
group O C2V3 region was amplified as previously described
in a nested PCR with the following primers as outers,
V70.1: 5-TTGTACACATGGCATTAGGCCAACAG-
TAAGT-3
V70.5: 5-GTTCTCCATATATCTTTCATATCTCCC-
CCTA-3
and as inners,
V70.2: 5-TGAATTCCTAATATTGAATGGGACAC-
TCTCT-3
V70.4: 5-TGGATCCTACAATAAAAGAATTCTCC-
ATGACA-3
(Peeters et al., 1997). Although the sensitivity of the
C2V3 group O primers was high (first and second round
specific to group O), an additional PCR was done in the
gp41 region on the samples remaining negative with
group O-specific primers in the C2V3 region. A nested
PCR was done with universal group M and O primers as
outers,
gp41.1: 5-GGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCA-
CTATGGGCG-3
gp41.4: 5-TCTGAAACGACAGAGGTGAGTATCC-
CTGCCTAA-3
and with group O-specific primers as inners,
gp41.6: 5-TGGATCCCACAGTGTACTGAAGGGT-
ATAGTGCA-3
gp41.7: 5-CATTTAGTTATGTCAAGCCAATTCCA-
AA-3
under previously described conditions (Bibollet-Ruche et
al., 1998). The amplified env fragments were purified,
directly sequenced, and analyzed by phylogeny.
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To discriminate between HIV-1 groups O and M in the
pol gene, the following primers were used in a nested PCR.
A universal first round was done with 4235 (5-CCCTA-
CAATCCCCAAAGTCAAGG-3) and 4538 (5-TACTGC-
CCCTTCACCTTTCCA-3) primers and a second round
with either a group-M specific primer (4241M: 5-TA-
GAATCTATGAATAAAGAATTAAAGAA-3) and a uni-
versal primer (4481: 5-GCTGTCCCTGTAATAAAC-
CCG-3) or group O-specific primers (4241-O: 5-
TAGAAGCCATGAATAAGGAATTAAAATC-3; 4391-O:
5-TTTGTAATTCTGTTGTTTGTATTTGTGA-3) (Heyn-
drickx et al., 1998; Janssens et al., 1995).
Phylogenetic analysis
Nucleotide sequences were aligned using CLUSTAL W
with minor manual adjustments, bearing in mind the protein
sequences (Thompson et al., 1994). Regions that could not
be aligned unambigously, due to length or sequence vari-
ability, were omitted from the analysis. Phylogenetic trees
using the neighbor-joining method and reliability of the
branching orders using the bootstrap approach were imple-
mented with CLUSTAL W (Saitou and Nei, 1987). Genetic
distances were calculated with Kimura’s (1981) two-param-
eter method (ratio t/T  2.0). The newly determined HIV-1
env and gag sequences were aligned with known HIV-1
sequences representing the different genetic subtypes and
sub-subtypes and reference strains from the CRFs docu-
mented in West and West Central Africa (CRF01_AE,
CRF02_AG, CRF06_cpx, CRF11_cpx and CRF13_cpx)
(Peeters, 2000; Wilbe et al., 2002). To clearly identify
whether a sequence belonged to a subgroup corresponding
to a CRF within a certain subtype or not, phylogenetic
analysis was done for each sequence individually. Then,
different trees were constructed for each group of new
sequences that were thought to cluster together and, finally,
a general tree was obtained to visualize all the results. The
clustering of each new sequence was compared and should
be concordant between all trees. In the same way, for the
dual-reactive samples, phylogeny analyses were performed
on group M and O sequences against reference sequences in
the env gene and in the pol gene to confirm the amplification
with group-specific primers (phylogeny on a 220-bp frag-
ment is not significant but is informative in checking the
HIV-1 group). The reference strains used are indicated in
the legends of the phylogenetic trees.
Determination of syncytium-inducing capacity
PBMCs from the HIV-positive patients were co-culti-
vated with phytohemaglutinin (PHA)-stimulated lympho-
cytes from a HIV-negative human donor in RPMI-1640
medium (Biowhittaker, Verviers, Belgium) supplemented
with 15% heat-inactivated fetal calf serum (Gibco, Paisley,
Scotland), 0.03% L-glutamine (Gibco), 2 g of Polybrene
(Murex, Dartford, England) per milliliter, antibiotics, and
20 U of recombinant interleukin-2 (Boehringer, Mannheim,
Germany) per milliliter. The release of viral particles in the
culture supernatants was examined with a HIV p24 antigen-
capturing test (Innogenetics, Gent, Belgium).
Syncytium formation was determined with the MT-2
assay essentially as described by Koot et al. (1992). HIV-1
strains obtained from the initial culture were propagated by
short-term passage (7–10 days), and then 1 million infected
PBMCs were co-cultivated with 2 million MT-2 cells at a
concentration of 500,000 cells/ml. HIV-1 cultures were con-
sidered to exhibit syncytia if one multinucleated giant cell
per field of the light microscope was observed. We studied
the prediction of the phenotype based on the sequence of the
V3 loop, i.e., we examined whether basic or positively
charged amino acids (K, R, or H) at positions 11 and/or 25
in the V3 loop were present, and we calculated the global
charge of the V3 loop (De Jong et al., 1992; Fouchier et al.,
1992).
Statistics
Data were analyzed using Stata 7.0 software (Stata Cor-
poration, College Station, TX, USA). For prevalences of
HIV-1 group M, N, and O and HIV-2 infections, 95%
confidence intervals (CIS) were computed using the bino-
mial exact method. The trends over time were assessed by
use of the 2 test for trends. The global charge of the V3
loop in SI and NSI groups was described by the mean and
the standard deviation, after checking the distribution nor-
mality with the Shapiro–Francia W test. Comparisons be-
tween SI and NSI groups were then based on the two-
sample t test.
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ABSTRACT
The purpose of this study was to generate data on the relative prevalences of the HIV-1 subtypes circulating
in Nigeria. A total of 252 HIV-1-positive samples collected during an epidemiologic survey conducted in April
1996 were genetically characterized by HMA (heteroduplex mobility assay) and/or sequencing. Samples were
collected in Lagos, Calabar, Kano, and Maiduguri. Overall, the predominant env subtypes were A (61.3%)
and G (37.5%). Subtype A is more prevalent in the south (p , 0.001), about 70% in Lagos and Calabar,
whereas a quarter of the samples was classified as subtype G in these states. In contrast, subtype G is pre-
dominant in the north (p , 0.001), representing 58% of the samples in Kano. In the northeastern region,
Maiduguri, almost similar proportions of subtype A and G were seen, 49 and 47.4%, respectively. A total of
37 samples was also sequenced in the p24 region from the gag gene; 13 (35%) had discordant subtype desig-
nations between env and gag. The majority of the gag (12 of 17) and env (14 of 22) subtype A sequences clus-
tered with the A/G-IBNG strain. Within subtype G, three different subclusters were seen among the envelope
sequences. These different subclusters are observed among samples obtained from asymptomatic individuals
and AIDS patients from the four Nigerian states studied. In conclusion, we observed a limited number of HIV-
1 subtypes circulating in Nigeria, with subtypes A and G being the major env subtypes responsible for the
HIV-1 epidemic. Nevertheless, the high rate of recombinant viruses (A/G) and the different A/G recombinant
structures indicate a complex pattern of HIV-1 viruses circulating in this country.
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INTRODUCTION
W ITH THE CHARACTERIZATION of many isolates of HIV fromAfrica and from other regions of the world, numerous
genetic subtypes of the virus have been identified. Phylogenetic
analysis revealed three groups of HIV-1 isolates: group M, the
major group with at least 10 different genetic subtypes in the
envelope (A–J); group N; and group O.1,2 Preliminary data in-
dicate a heterogeneous distribution and dominance of different
genetic subtypes depending on the country analyzed. 3,4 In
Africa all the known HIV-1 genetic subtypes, including groups
N and O, are present.4,5 Recombination events among se-
quences of different genetic subtypes of HIV-1 group M have
been frequently identified. Since the first report on recombinant
HIV-1 viruses, increasing numbers of recombinant HIV-1
genomes have been recognized and recombinant forms of epi-
demiologic importance have been identified. 5–10 The implica-
tions of this genetic diversity for vaccine development, patho-
genesis, disease progression, and virus transmission still remain
to be elucidated. 3 A relationship between genetic subtype and
natural resistance against antiretroviral drugs has been ob-
served. In particular, group O viruses are resistant to nonnu-
cleoside reverse transcriptase (RT) inhibitor (TIBO)11 and
within group M, some subtype F samples are less susceptible
to TIBO and some subtype G samples are less susceptible to
protease inhibitors. 12,13 But one of the most important conse-
1Laboratoire Rétrovirus, Institut de Recherche pour le Développement (IRD), 34032 Montpellier, France.
2HIV Screening Center, University of Calabar, Calabar, Nigeria.
3Laboratory of Immunology, University of Maiduguri Teaching Hospital, Maiduguri, Nigeria.
4Lagos University Teaching Hospital, Lagos, Nigeria.
5Institut de Médecine et Epidémiologie Africaine (IMEA), 75850 Paris, France.
quences of the genetic variability is the implication for the ef-
ficiency of diagnostic assays. Group O antibodies are not al-
ways detected by some commercial HIV antibody assays, 14,15
non-B seroconversions are detected after B seroconversions, 16
and some viral load assays are not able to detect and correctly
quantify non-B HIV-1 viruses. 17–19 For all of these reasons, it
is important to study the geographic distribution of the differ-
ent HIV-1 genetic subtypes.
To date, there have been relatively few systematic large-scale
attempts to characterize HIV isolates from different parts of the
world, and especially from Africa. As part of an assessment of
the geographic distribution of HIV-1 subtypes in West Africa,
we studied the prevalence of different genetic subtypes of HIV-
1 in Nigeria.
Nigeria is Africa’s most populous country, with more than
100 million inhabitan ts representi ng nearly 25% of the total
populatio n of sub-Saharan Africa. Thirty-five percent of the
people in Nigeria live in urban areas. Between 1986 and 1989
the HIV prevalenc es were low, so that Nigeria was for a long
time regarded as a low-prevalen ce country. Since then dif-
ferent studies have shown a growing increase in HIV preva-
lence in the general population and in populatio ns at risk of
infection. 20–22 The HIV epidem ic is rapidly spreading in all
populatio n groups in Nigeria, but the fastest growing rate con-
tinues to be seen in female sex workers. 23 There is also evi-
dence to suggest that a rural HIV epidem ic may be emerging
in parts of Nigeria.23 Nigeria is located between the well-es-
tablished HIV-1 epidem ic of Central Africa and the epicen-
ter of the HIV-2 infection, found mainly on the extreme west
coast of Africa. HIV-1 is predomin ant but HIV-2 and dual
infections have been documented.21–25 A limited number of
strains from Nigeria have been geneticall y characteri zed, and
almost all were recombinant viruses, with different mosaic
genomes involving subtype A and G sequences .26–28 Also,
a few cases of HIV-1 group O infection s have been de-
scribed. 23,29
Between March and April 1996, we conducted a large sero-
survey of selected population groups from different geographic
locations in Nigeria (southwest, southeast, north, and northeast),
which has been published. 23 The purpose of this study was to
generate data on HIV infection, especially on the relative preva-
lences of the HIV-1 subtypes circulating in Nigeria.
MATERIALS AND METHODS
Specimen and DNA isolation
A total of 330 HIV-1-positive samples was collected during
an epidem iologic survey conducted in April 1996 in 4 of the
30 states from Nigeria: Lagos State (southwest) in Lagos, Cross
River State (southeast) in Calabar and in Ikom, Borno State
(northeast) in Maiduguri, and Kano State (north) in Kano.23
Participants were mainly recruited among female sex workers
(FSWs), tuberculosis patients and patients clinically suspect for
HIV infection, pregnant women, and blood donors.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected
by Ficoll gradient centrifigation from all HIV-positive samples.
Plasma and cell pellets were stored at 220°C and shipped on
dry ice for further genetic characterization.
DNA was extracted from the dry cell pellets with an Iso-
Quick isolation kit (Microprobe, Garden Cove, CA) or a Qia-
gen (Courtabeauf, France) DNA isolation kit.
Heteroduplex mobility assay
The V3–V5 region from the envelope gene was amplified by
a nested polymerase chain reaction (PCR) as previously de-
scribed30 with ED5 and ED12 as outer primers, and with ES7
and ES8 as inner primers. The PCR conditions were as follows:
a first denaturation step for 5 min at 94°C followed by 30 cy-
cles of 94°C for 15 sec, 55 or 50°C for 30 sec, and 72°C for 2
min, with a final extension for 7 min at 72°C for the first round.
Five microliters from this amplification was used for the sec-
ond round with the inner primers, using the follow ing cycling
conditions for 40 cycles; 94°C for 15 sec, 55 or 50°C for 30
sec, and 72°C for 1 min. The reaction mixture consists of 50
mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 9), 0.1% Triton X-100, 1.25
mM MgCl2 for the first round or 1.8 mM MgCl2 for the sec-
ond round, 10 pmol of each primer, a 0.2 mM concentration of
each dNTP, and 2.5 U of Taq polymerase.
The PCR amplification products were detected by elec-
trophoresis on a 1% agarose gel and visualized by ethidium bro-
mide staining. To avoid PCR product cross-contamina tion, pre-
PCR and post-PCR manipulations were performed in separate
rooms.
Heteroduplex molecules were obtained by mixing 5 m l of
two divergent PCR-amplified DNA fragments (the unknown
patients strain with a plasmid from typed reference strains) de-
natured at 94°C for 2 min and renatured by rapid cooling on
wet ice. The reference plasmids used in this study were the fol-
lowing: A1 (RW20, Rwanda), A2 (IC144, Ivory Coast), A3
(SF170, Rwanda), B1 (BR20, Brazil), B2 (TH14, Thailand), B3
(SF162, United States), C1 (MA959, Malawi), C2 (ZM18, Zam-
bia), C3 (IN868, India), C4 (BR25, Brazil), D1 (UG21,
Uganda), D2 (UG38, Uganda), D3 (UG46, Uganda), E1 (TH22,
Thailand), E2 (TH06, Thailand), E3 (CAR7, Central African
Republic), F1 (BZ162, Brazil), F2 (BZ163, Brazil), G1 (RU131,
Russia), G2 (LBV21-7, Gabon), G3 (VI525, Gabon), H1
(CA13, Cameroon), H2 (VI557, Democratic Republic of
Congo), H3 (VI997, Belgium). The reaction was performed in
100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.8) and 2 mM EDTA in
a final volume of 8 m l. The heteroduplex formation was re-
solved by electrophoresis analysis at 250 V for 3 hr on a non-
denaturing 5% polyacrylamide gel in TBE buffer (88 mM Tris-
borate, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA) and was detected after
being stained with ethidium bromide. The electrophoretic mo-
bility of the heteroduplexes was inversely proportional to the
sequence divergence of the two annealed strands.
Sequencing of part of the envelope
The genetic subtype in the envelope determined by het-
eroduplex mobility assay (HMA) of the V3–V5 region of the
envelope (700 bp) was confirmed by direct sequencing of the
corresponding region for some samples. For the samples that
could not be amplified with the HMA primers, a fragment of
approximately 1100 bp was amplified by a nested PCR, using
new designed primers S1 (CTATTTGTGCATCWGATGC-
TAAAGC) and S2 (CCTGTACCGTCAGCGTTATTGAC) as
outer primers and ED5nig (TTATGGGATGAAAGYCTAA-
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AGCCAT) and ES8nig (ACTTCTCCAGTTGTCCCTCATA-
TCT) as inner primers. This 1100-bp fragment was subsequently
sequenced. Nucleotide sequences were obtained by direct se-
quencing of the PCR products. For some samples, because of
the significant presence of quasispecies, PCR products were pu-
rified with a QIAquick PCR purification kit (Qiagen) and were
cloned in the pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI)
before sequencing.
Genetic subtyping in the gag region
A 700-bp fragment, corresponding to the p24 region from
the gag gene, was amplified with previously described primers
G00–G01 and G60–G25.31 The PCR conditions were as fol-
lows: a first denaturation step for 3 min at 92°C, followed by
30 cycles of 92°C for 10 sec, 55°C for 30 sec, and 1 min at
72°C, with a final extension for 7 min at 72°C, in a final vol-
ume of 50 m l. The reaction mixture consists of 50 mM KCl, 10
mM Tris-HCl (pH 9), 0.1% Triton X-100, 1.4 mM MgCl2, 10
pmol of each primer, a 0.2 mM concentration of each dNTP,
and 2.5 U of Taq polymerase. One microliter from this ampli-
fied product was used for the second round, using the same re-
action mixture and PCR conditions for 40 cycles, in a final vol-
ume of 100 m l.
The PCR amplification products were detected by elec-
trophoresis on a 1% agarose gel and visualized by ethidium bro-
mide staining.
Nucleotide sequences were obtained by direct sequencing of
the PCR products. The amplified DNA was purified with a
QIAquik gel extraction kit (Qiagen). Cycle sequencing was per-
formed by fluorescent dye terminator technology (dye termi-
nator cycle sequencing with AmpliTaq DNA polymerase FS;
Perkin-Elmer, Roissy, France) according to the instructions of
the manufacturer. Electrophoresis and data collection were done
on an Applied Biosystems (Foster City, CA) 373A automatic
DNA sequencer (Stretch model).
Phylogenetic analysis
Phylogenetic relationsh ips of the new viruses were esti-
mated from sequence comparisons with previously reported
representa tives of group M. Nucleotid e sequences were
aligned by CLUSTAL W32 with minor manual adjustments,
bearing in mind the protein sequences . Sites where there was
a gap in any of the sequences , as well as areas of uncertain
alignment, were excluded from all sequence comparisons.
Phylogenetic trees were constructe d by the neighbor-j oining
method and reliabilit y of the branching patterns assessed us-
ing the bootstrap approach implemented by CLUSTAL W.
Genetic distances were calculated by the Kimura two-para -
meter method.33
RESULTS
Study population
A total of 330 HIV-1-positive samples was collected during
an epidem iologic survey conducted in April 1996 and previ-
ously published. 23 Among the 330 HIV-1-positiv e samples,
only 1 had antibodies to HIV-1 group O and the genetic char-
acterization of this sample has been previously described. 34
Only 252 samples were sufficiently well preserved for efficient
PCR amplification to identify the genetic subtype.
Overall, 160 HIV-1-positiv e samples obtained from female
sex workers (FSWs) were genetically characterized: 64 from
Lagos, 66 from Maiduguri, and 30 from Calabar/Ikom. All
women were full-time, low-income FSWs, with a mean num-
ber of clients per week of 3.5 (2–7), 5.7 (2–20), and 2.9 (2–20)
for FSWs from Lagos, Calabar/Ikom, and Borno, respectively.
The mean age of these women was 28.3 (18–60) years in La-
gos, 25 (18–40) years in Calabar/Ikom, and 25.7 (18–43) years
in Maiduguri. Forty-one outpatients, suspected to have AIDS,
were studied: 15 from Lagos, 15 from Maiduguri, 10 from
Kano, and 1 from Calabar. One-third of this population group
were female patients and the mean age of all the patients to-
gether was 30.3 years old and ranged from 12 to 55 years. A
total of 27 tuberculosis patients, mainly male patients with a
mean age of 31.7 years, ranging from 15 to 62 years, was in-
cluded from Lagos (n 5 15), Maiduguri (n 5 7), and Calabar
(n 5 5). An additional 25 samples obtained from miscellaneous
population groups were also genetically characterized: 6 STD
patients from Lagos (n 5 5) and Calabar (n 5 1), 7 blood
donors from Lagos, 6 pregnant women (1 from Lagos, 4 from
Kano, and 1 from Calabar), 1 truck driver from Calabar, and 7
individuals living in a rural community (Gadar Tumburuwa in
Kano State).
Genetic subtyping of group M HIV-1 isolates in
the envelope
The HIV-1 group M strains were genetically typed by HMA
in the V3–V5 region of the envelope region. On the 252 sam-
ples studied, only 180 samples could be amplified with the
primers developed for HMA (ED3–ED14, ED5–ED12,
ES7–ES8, and ED31–ED3330); the genetic subtype was iden-
tified by HMA for 166 samples while 14 were indeterminate
by this assay. Almost one-third of the samples, 72 (28.5%),
could not be amplified with the HMA primers, and thus a nested
PCR with newly designed primers S1 and S2 (outer) and
ED5nig and ES8nig (inner) was used. With these primers a
1100-bp fragment, spanning the V2–V5 region, was obtained
and subsequently sequenced. The genetic subtype was identi-
fied by phylogenetic analysis of the Nigerian samples together
with reference strains from each subtype.
By this method, the genetic subtype was identified for an ad-
ditional 50 samples. A total of 22 (8.7%) samples was still neg-
ative with the new primers and the HMA primers, despite the
fact that HIV-1 DNA was present in the samples since PCR
with the diagnostic Hpol primers35 was positive for all of them.
Table 1 summarizes the genetic subtypes identified by the
different techniques. The predominant env subtypes were A fol-
lowed by G. By HMA 76.6% of the samples were identified as
subtype A and 23.4% as subtype G. The majority of samples
found indeterm inate by HMA or that could not be amplified
with the HMA primers were classified as subtype G in the en-
velope, 57 and 74%, respectively, which shows that the over-
all prevalence of subtype A in Nigeria has decreased to 61.3%
and that the prevalence of subtype G has increased to 37%.
Only one subtype C and two subtype D samples were identi-
fied, and two of the HMA-indeterminate samples were identi-
fied as subtype F, more precisely subclade F2.36,37
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Geographic distribution of HIV-1 env genetic subtypes
in Nigeria
Among the 252 samples analyzed, 107 were from Lagos
(southwest), 37 from Calabar (southeast), 20 from Kano (north),
and 88 from Maiduguri (northeast). Figure 1 shows the regional
distribution of HIV-1 subtypes in Nigeria. From these data it is
clear that the genetic subtype distribution differs between the
north and the south (p , 0.001). Subtype A is more prevalent
in the south, about 70% in Lagos and Calabar, whereas a quar-
ter of the samples was classified as subtype G in these states.
In contrast, subtype G is predominant in the north, represent-
ing 58% of the samples in Kano. In the northeastern region,
Maiduguri, almost similar proportions of subtype A and G were
seen, 49 and 47.4%, respectively. This geographical difference
was not related to different population groups tested in differ-
ent regions. Female sex workers were tested in Maiduguri (n 5
59), Calabar (n 5 22), and Lagos (n 5 55), and similar subtype
A and G prevalences were observed in this particular popula-
tion group as compared with the overall subtype distribution
considering the overall study population. Among female sex
workers, the subtype distribution for A and G, respectively, was
as follows: 49% for both in Maiduguri, 67.3 and 27.3% in La-
gos, and 73 and 23% in Calabar.
Phylogenetic analysis of the HIV-1 group M sequences
in the envelope
Figure 2 shows the phylogenetic tree of envelope sequences
covering the V2–V5 region, and Table 2 summarizes the de-
mographic characteristics and subtype designations from the
viruses represented in the phylogenetic tree. The phylogenetic
analysis shows that within the subtype A viruses from Nigeria,
two major clusters can be identified, one with strains (n 5 14)
clustering with the A/G-IBNG prototype strain (a complex A/G
recombinant strain isolated from a Nigerian patient26), and a
second group (n 5 6) of viruses clustering with the nonrecom -
binant subtype A prototype strains (U-455, 92UG037, SF170,
and KENYA). Within subtype A an additional cluster of two
strains was seen: MACSW-83 from our study with CA-1 from
Cameroon. The CA-1 strain has been described as an A/G re-
combinant, but different from IBNG.28 Finally, the CTB30
strain formed a separate single branch. The subclusters do not
correspond to strains isolated in a particular geographic region;
the two major clusters contain viruses collected in different re-
gions of the country. AG-IBNG viruses were present in FSWs
from the northern and southern parts of the country.
Within subtype G, three major clusters can be identified
among the Nigerian sequences. One group of viruses clusters
with the prototype G/A-92NG003 virus, suggested to be GA-
NG003 viruses, supported by 94% of the bootstrap values. A
second group of viruses, suggested to be G9, forms a well-de-
fined subcluster, supported by 97 of 100 bootstrap values. This
G9 group includes the NG1939, NG1928, and NG192928 strains
but none of the previously described subtype G prototype
strains. Finally, a third group of viruses clustering with the ma-
jority of the prototype subtype G strains available in the data-
base is observed. As is observed among the subtype A viruses,
the subtype G clusters are not related to the geographic origin
of the samples. The G, G9, and GA-NG003 viruses are isolated
in the four regions from Nigeria studied. These viruses have
also been observed in asymptomatic female sex workers and
also in AIDS patients.
None of the GA-92NG003 strains could be amplified with
the HMA primers. Among the G9 strains from our study, only
one-third of them could be amplified with HMA primers; how-
ever, they were indeterminate by HMA and their genetic sub-
type was identified by sequence analysis. On the other hand,
all the subtype G samples from our study clustering with the
previously described subtype G prototype strains available in
the database were identified by HMA.
Genetic distances were calculated by the Kimura two-param -
eter method, using the same alignments as used to construct the
phylogenetic tree represented in Fig. 2. The overall genetic dis-
tance within subtype G was 12.8%, but within the GA-NG003
and G9 subclusters, consisting predominantly of Nigerian
strains, the distances were lower. Mean distances of 8.5 and
8.3% were seen, respectively, for the GA-NG003 and G9 sub-
groups whereas for the subgroup containing the majority of the
G references from the database and originating from different
African countries the mean distance was 13.4%. Although the
mean distance within subtype A was 13.3%, within the AG-
IBNG cluster it was 10.5%.
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TABLE 1. GENETIC SUBTYPES IDENTIFIED BY VARIOUS TECHNIQUESa
Genetic subtype
Technique used A C D F G
to identify subtype [n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)] [n (%)]
HMAb (N 5 166) 124 (74.6) 1 (0.6) 2 (1.2) — 39 (23.4)
HMA indeterminate, 4 (28.5) — — 2 (14.2)c 8 (57.1)
sequenced b (N 5 14)
Sequenced, new primersd 13 (26) — — — 37 (74)
(N 5 50)
Total (N 5 230): 141 (61.3) 1 (0.4) 2 (0.8) 2 84 (37.5)
aGenetic subtypes were identified by HMA and/or sequencing in the V3–V5 region of the envelope and by sequencing of the
V2–V5 region of gp120 for the samples that could not be amplified with the primers previously described for HMA.30
bGenetic subtype identified in V3–V5 region of gp120.
cStrains belong to subclade F2.36,37
dGenetic subtype identified in V2–V5 region of gp120.
Genetic subtypes in the gag and envelope regions
To determine the proportion of recombinant viruses that cir-
culate in Nigeria, 37 samples were sequenced in the p24 region
from the gag gene. Among these 37 samples, the genetic sub-
type in the envelope was characterized either by HMA (n 5
10) or by sequencing (n 5 27). Table 3 summarizes the demo-
graphic characteristics and the detailed subtype designations of
the samples simultaneously characterized in env and gag. Over-
all, 13 (35%) of the 37 samples had discordant subtype desig-
nations between env and gag. Twenty-three of 37 samples were
subtype G in the envelope and 14 were subtype A. However,
only 14 of the 23 env G samples were also classified as sub-
type G in gag; the remaining samples were either subtype A
(n 5 7), subtype D (n 5 1), or unclassified (n 5 1) in the gag
region. For the 14 env subtype A samples, 10 were subtype A
in gag and 4 were subtype G in gag.
Figure 3 shows the phylogenetic tree analysis of the p24 se-
quences. Similar to the envelope sequences, subclusters were
seen among the subtype A p24 sequences. The majority of the
gag subtype A sequences, 12 of 17, clustered with the A/G-
IBNG strain. Only two subclusters were identified among p24
subtype G sequences, whereas in the envelope three distinct
subclusters were seen. In gag we still have the cluster of Nige-
rian strains with the prototype subtype G strains from the data-
base, and another group of strains clustering with the GA-
NG003 prototype virus. The G9 cluster observed among the
envelope sequences is not seen among the p24 sequences; all
the G9 envelope sequences cluster with the GA-NG003 strain
in gag. From the 27 strains for which sequence data are avail-
able in gag and env, we can see that even the recombinant AG-
IBNG and GA-NG003 strains are involved in recombination
events.
DISCUSSION
The major goal of this study was to determine the prevalence
and geographic distribution of the genetic subtypes of HIV-1
in selected populations in Nigeria. Our data show that in Nige-
ria, the AIDS epidemic is caused mainly by two genetic sub-
types, subtypes A and G. However, subtype A was predomi-
nant in the southern part of the country, while subtype G was
more frequent in the north, a more rural area compared with
the south. We previously documented regional differences in
relation to HIV prevalences. North–south differences were par-
ticularly noticed in FSWs and tuberculosis patients, with sig-
nificantly higher prevalences in the north than in the south.23
These findings suggest a geographic variation in the timing and
severity of the AIDS epidemic in Nigeria, where an emerging
HIV epidem ic in the rural areas was described and a growing
increase in the HIV prevalence in all population groups was
documented. 23
More than 30% of the samples characterized in gag and env
had discordant subtypes between these two genomic regions.
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FIG. 1. Distribution of HIV-1 env genetic subtypes in various geographic locales from Nigeria.
In addition, an important proportion of the subtype A sequences
clustered either in env or in gag with the recombinant AG-IBNG
strain. The IBNG strain was initially isolated from an individ-
ual in Ibadan and is a complex mosaic virus with alternating
fragments of subtype A and G sequences. 25,38,39 We and oth-
ers documented that viruses clustering with the AG-IBNG strain
have a mosaic A/G genomic structure similar to that of IBNG26
(Montavon et al.40). Therefore we can extrapolate that some of
the env or gag subtype A viruses in Nigeria are also complex
AG-IBNG recombinants. The possibility that the subtype G
strains also contain segments of a different subtype in the un-
sequenced regions remains also. The two full-length Nigerian
subtype G prototype strains also contain small subtype A frag-
ments in some parts of their genome27 and several of our sub-
type G strains cluster especially with the GA-92NG003 strain.
One study, performed with a limited number of samples from
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FIG. 2. Phylogenetic tree based on 849 unambiguously aligned nucleotides from the V2–V5 env region of the new HIV-1 iso-
lates and reference strains representing the different genetic subtypes: A-U455, A-Kenya, A-92UG037, AG-IBNG, AG-DJ263,
AG-DJ264, B-RF, B-OYI, B-JRFL, B-HBX2, C-ETH2220, C-92BR025, D-NDK, D-Z2Z6, D-94UG114, D-ELI, E-90CR402, E-
93TH253, E-TN235, E-CM240, F1-93BR020, F1-BZ163, F1-BZ126, F1-95FRMP84, F1-96FRMP411, F2-95CMMP255, F2-
95CMMP257, G-92UG975, G-92RU131, G-HH8793, G-SE6165, G/A-92NG083, G/A-92NG003, H-90CF056, H-BCB79, K-
96CMMP535, K-97ZREQTB11, and K-ZR36. The analysis was performed as described in Materials and Methods. F1 and F2
correspond to subclades within subtype F,36 and subtype K has been described. 37 NG1939, NG1929, NG1928, NG1937, NG3675,
NG1921, NG1935, and NG3678 are strains from Nigeria.28
TABLE 2. DEMOGRAPHIC CHARACTER ISTICS, SUBTYPE DESIGNATIONS, AND GENBANK ACCESSION NUMBERS
OF THE VIRUSES REPRESENTED IN THE PHYLOGENETIC TREE OF THE ENVELOPE SEQUENCESa
Age Population Clinical Geographic Accession
Isolate (years) Sex group status origin Env subtype number
96NG-IKCSW 013 30 F FSW AS Cross-River AG-IBNG AJ 389764
96NG-CCSW 6 22 F FSW AS Cross-River AG-IBNG AJ 389758
96NG-IKCSW 015 31 F FSW AS Cross-River AG-IBNG AJ 389765
96NG-LCSW 194 21 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389767
96NG-LCSW 173 24 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389766
96NG-LCSW 275 20 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389769
96NG-CSW 099 25 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389763
96NG-LCSW 203 35 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389768
96NG-CSW 015* 20 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389760
96NG-CSW 026 25 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389760
96NG-CSW 004 25 F FSW AS Lagos AG-IBNG AJ 389761
96NG-MACSW 100 19 F FSW AS Maiduguri AG-IBNG AJ 389770
96NG-MACSW 130 32 F FSW AS Maiduguri AG-IBNG AJ 389771
96NG-MACSW 114 22 F FSW AS Maiduguri AG-IBNG AJ 389777
96NG-CSW 008 27 F FSW AS Lagos A AJ 389762
96NG-CSW 133 25 F FSW AS Lagos A AJ 389772
96NG-LCSW 174 29 F FSW AS Lagos A AJ 389774
96NG-LUTOP 080 F Patientb AIDS Lagos A AJ 389776
96NG-LUTBD 083 28 M Blood donor AS Lagos A div AJ 389775
96NG-MACSW 041 20 F FSW AS Maiduguri A AJ 389778
96NG-MACSW 061 31 F FSW AS Maiduguri A AJ 389779
96NG-MACSW 083 21 F FSW AS Maiduguri A-CA1 AJ 389780
96NG-CTB30 Tuberculosis AIDS Cross-River A?? AJ 389773
96NG-MAOP 28 M Patientb AIDS Maiduguri D AJ 389781
96NG-IKCSW 022 19 F FSW AS Cross-River G9 AJ 389733
96NG-IKCSW 002 30 F FSW AS Cross-River G9 AJ 389732
96NG-IKCSW 005 20 F FSW AS Cross-River G9 AJ 389735
96NG-KOP 027 39 M Patientb AIDSS Kano G9 AJ 389738
96NG-CSW 089 25 F FSW AS Lagos G9 AJ 389731
96NG-CSW 112 18 F FSW AS Lagos G9 AJ 389726
96NG-CSW 046 19 F FSW AS Lagos G9 AJ 389730
96NG-MACSW 024 22 F FSW AS Maiduguri G9 AJ 389750
96NG-MACSW 001 27 F FSW AS Maiduguri G9 AJ 389745
96NG-MACSW 020 28 F FSW AS Maiduguri G9 AJ 389749
96NG-MACSW 085 27 F FSW AS Maiduguri G9 AJ 389754
96NG-MACSW 031 21 F FSW AS Maiduguri G9 AJ 389751
96NG-MACSW 125 25 F FSW AS Maiduguri G9 AJ 389746
96NG-IKCSW 021 21 F FSW AS Cross-River GA-NG003 AJ 389734
96NG-KOP 009 40 M Patientb AIDS Kano GA-NG003 AJ 389723
96NG-KOP 035 25 M Patientb AIDS Kano GA-NG003 AJ 389739
96NG-KGT 021 24 M Truck driver AS Kano rural GA-NG003 AJ 389737
96NG-KGT 001 22 F FSW AS Kano rural GA-NG003 AJ 389736
96NG-LCSW 218 26 F FSW AS Lagos GA-NG003 AJ 389742
96NG-CSW 130 24 F FSW AS Lagos GA-NG003 AJ 389728
96NG-CSW 127 18 F FSW AS Lagos GA-NG003 AJ 389727
96NG-CSW 109 18 F FSW AS Lagos GA-NG003 AJ 389724
96NG-CSW 138 25 F FSW AS Lagos GA-NG003 AJ 389729
96NG-YOP 069 NA NA Patientb AIDS Lagos GA-NG003 AJ 389757
96NG-MACSW 018 24 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 AJ 389748
96NG-MACSW 080 22 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 AJ 389753
96NG-MACSW 127 30 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 AJ 389747
96NG-LCSW 189 30 FSW AS Lagos G AJ 389740
96NG-LUTBD 067 23 M Blood donor AS Lagos G AJ 389743
96NG-YOP 013 45 M Patientb AIDS Lagos G AJ 389744
96NG-LCSW 171 26 FSW AS Lagos G AJ 389741
96NG-CSW 106 32 FSW AS Lagos G AJ 389725
96NG-MAOP 005 40 M Patientb AIDS Maiduguri G AJ 389756
96NG-MAOP 011 Patientb AIDS Maiduguri G AJ 389755
96NG-MACSW 065 25 FSW AS Maiduguri G AJ 389752
aSee Fig. 2.
bPatient attending hospital with clinical signs of AIDS.
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Nigeria and based on gp160 and partial gag sequences, docu-
mented that more than half the strains were recombinants, and
different A/G recombinant structures were documented. 28
Compared with other West African countries, lower subtype
A prevalences and especially higher subtype G prevalences
were seen in Nigeria. It was also interesting to observe that de-
spite the proxim ity of Nigeria to Cameroon, where all the dif-
ferent HIV-1 groups and subtypes have been documented, 41,42
only sporadic cases of subtype C, D, and F (more specifically
F2)36 env subtypes have been detected.
Despite the size of Nigeria and the fact that it is the most
populous African country, only two genetic subtypes, A and G,
are predominant in Nigeria, but many different A/G recombi-
nant genomic structures have been documented. It can be said
that the HIV epidem ic is rapidly spreading in all population
groups of Nigeria, but the fastest growing rate continues to be
seen in female sex workers. 23 We can assume that initially sub-
types A and G have been introduced in this latter population
group in Nigeria. Their high-risk behavior allows multiple su-
perinfections with other HIV strains and subtypes and can there-
fore explain the numerous different A/G recombinant genomic
structures observed in Nigeria.
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TABLE 3. DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS, SUBTYPE DESIGNATIONS, AND GENBANK ACCESSION
NUMBERS OF THE VIRUSES REPRESENTED IN THE PHYLOGENETIC TREE OF THE gag SEQUENCESa
Age Population Clinical Geographic gag env Accession
Isolate (years) Sex group status origin subtype subtype number
96NG-LCSW 193 29 F FSW AS Lagos A Gb AJ 269994
96NG-LUTBD 067 23 M Blood donor AS Lagos A G AJ 269979
96NG-MAOP 011 F Patientc AIDS Maiduguri A G AJ 270013
96NG-MACSW 114 22 F FSW AS Maiduguri A AG-IBNG AJ 270001
96NG-MACSW 127 30 F FSW AS Maiduguri A GA-NG003 AJ 270004
96NG-KGT 007 40 M General AS Kano rural AG-IBNG Ab AJ 269988
population
96NG-LCSW 165 30 F FSW AS Lagos AG-IBNG Ab AJ 269992
96NG-LUTBD 044 31 M Blood donor AS Lagos AG-IBNG Ab AJ 269998
96NG-MACSW 005 30 F FSW AS Maiduguri AG-IBNG Ab AJ 270010
96NG-MACSW 115 31 F FSW AS Maiduguri AG-IBNG Ab AJ 270002
96NG-MHTB 183 33 F Tuberculosis AIDS Lagos AG-IBNG Ab AJ 270014
96NG-LCSW 275 20 F FSW AS Lagos AG-IBNG AG-IBNG AJ 269997
96NG-MACSW 100 19 F FSW AS Maiduguri AG-IBNG AG-IBNG AJ 270000
96NG-CTB 030 25 M TB AIDS Calabar AG-IBNG A-div AJ 269982
96NG-KGT 001 22 F General AS Kano rural AG-IBNG GA-NG003 AJ 269987
population
96NG-LCSW 171 26 F FSW AS Lagos AG-IBNG G AJ 269993
96NG-YOP 013 45 M Patientc AIDS Lagos AG-IBNG G AJ 269999
96NG-IKCSW 055 20 F FSW AS Calabar D G9 AJ 269985
96NG-IKCSW 023 20 F FSW AS Calabar GA-NG003 Gb AJ 269984
96NG-CSW 072 22 F FSW AS Lagos GA-NG003 G9d AJ 269981
96NG-KAN 094 20 F Pregnant AS Kano GA-NG003 G9d AJ 269986
woman
96NG-MACSW 034 27 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 G9d AJ 270008
96NG-MACSW 138 22 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 G9d AJ 270005
96NG-MACSW 020 28 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 G9 AJ 270006
96NG-MACSW 031 21 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 G9 AJ 270007
96NG-IKCSW 021 21 F FSW AS Calabar GA-NG003 GA-NG003 AJ 269983
96NG-KOP 035 25 M Patientc AIDS Kano GA-NG003 GA-NG003 AJ 269989
96NG-YOP 069 NA NA Patientc AIDS Lagos GA-NG003 GA-NG003 AJ 270015
96NG-KOP 052 27 M Patientc AIDS Kano GA-NG003 GA-NG003d AJ 269990
96NG-MACSW 041 20 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 A AJ 270009
96NG-MACSW 083 21 F FSW AS Maiduguri GA-NG003 A AJ 270012
96NG-LCSW 250 35 Male client FSW AS Lagos G Gb AJ 269996
96NG-MACSW 126 20 F FSW AS Maiduguri G Gb AJ 270003
96NG-CSW 106 32 F FSW AS Lagos G G AJ 269980
96NG-MACSW 065 25 F FSW AS Maiduguri G G AJ 270011
96NG-KSTD 006 28 M STD AS Kano G?? GA-NG003d AJ 269991
96NG-LCSW 202 25 F FSW AS Lagos G AG-IBNGd AJ 269995
aSee Fig. 3.
bGenetic subtype identified by HMA in the envelope.
cPatient attending the hospital with clinical signs of AIDS.
dGenetic subtype was identified by phylogenetic tree analysis of a 700-bp fragment in the envelope covering V3–V5.
In conclusion, we observed a limited number of HIV-1 sub-
types circulating in Nigeria, with subtypes A and G being the
major subtypes responsible for the HIV-1 epidemic. However,
the high rate of recombinant viruses (A/G) and the different
A/G recombinant structures indicate a complex pattern of HIV-
1 viruses circulating in this country. Full-length genome se-
quencing will be necessary to find out to what extent viruses
clustering with the GA-92NG003 strain have the same mosaic
structure before we can consider that this is a circulating re-
combinant form. Further genetic analysis is also necessary to
determine the precise genomic structure of the G9 viruses in the
envelope. Recombinant viruses are already contributing sub-
stantially to the global pandem ic, and the likelihood of gener-
ating recombinant viruses will only continue to increase as the
different HIV-1 subtypes spread to all continents. 43–45 In a pre-
vious study we documented that even the complex AG-IBNG
viruses are implicated in an intergroup (M/O) recombination
event46 and several viruses from Nigeria with discordant gag
and env subtypes had gag sequences that clustered with the
HIV-1IBNG virus. It becomes more and more evident that the
genetic subtype distribution is a dynam ic and unpredictable
process. More studies are needed in order to understand the role
and implications of recombinant viruses in the global evolution
of HIV.
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FIG. 3. Phylogenetic tree based on 612 unambiguously aligned nucleotides from the p24 gag region of the new HIV-1 isolates
and reference strains representing the different genetic subtypes: A-U455, A-K89, A-92UG037, AVI32, AG-IBNG, AG-DJ263,
AG-DJ264, B-RF, B-OYI, B-JRFL, C-ETH2220, C-92BR025, C-ZAM18, C-UG268, D-NDK, D-Z2Z6, D-94UG114, D-ELI, E-
90CR402, E-93TH253, E-TN235, E-CM240, F1-93BR020, F1-VI174, F1-VI69, F1-BZ126, F1-95FRMP84, F1-96FRMP411, F2-
95CMMP255, F2-95CMMP257, G-92UG975, G-92RU131, G-HH8793, G-SE6165, G/A-92NG083, G/A-92NG003, H-90CF056,
H-BCB79, K-96CMMP535, K-97ZREQTB11, and K-ZR36. The analysis was performed as described in Materials and Methods.
F1 and F2 correspond to subclades within subtype F,36 and subtype K has been described. 37
ACKNOWLEDGMENTS
This work was cosponsored by grants from the Agence
Nationale de Recherches sur le SIDA (ANRS, Projet Sidak)
and by the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS) contract reference Moleculo07). Celine Montavon
has a doctoral fellowship from the ANRS.
We express our gratitude to the Federal Ministry of Health
and the National AIDS/STD Programme for permission to per-
form this survey. We also thank the following individuals, who
provided logistical support in the field and kind cooperation:
Dr. Altine Zwandor (NACP/Lagos), Dr. Anne Onabolu, Mr.
Adamu Iman, the director and staff of the Mayland Hospital in
Lagos, the director and staff of the Island Maternity in Lagos,
the director and staff of the Central Public Health Laboratory
in Yaba, Lagos, Mr. Eni Eko of the screening center at the Uni-
versity of Calabar, Dr. B. Etta of the Infectious Diseases Hos-
pital in Calabar, Dr. N. Bassey-Duke of the STD clinic in Cal-
abar, the director and staff of the Chest Hospital in Maiduguri,
Dr. M. Laraba of SWAAN in Maiduguri, and the staff of the
Community Outreach Programme for CSWs in Jigawa State.
SEQUENCE DATA
The new sequences have been deposited in the GenBank
Data Library under the following accession numbers: from AJ
269979 to AJ 270015 for the p24gag sequences and from AJ
389723 to AJ 389781 for the envelope sequences.
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Summary: Phylogenetic analysis of numerous strains of HIV-1 isolated from diverse
geographic origins has revealed three distinct groups of HIV-1: groups M, N, and O.
Within group M, subtypes, sub-subtypes and circulating recombinant forms (CRFs)
exist. Recently, two near-full-length genomes of similar complex mosaic viruses con-
taining fragments of subtypes A, G, I, and J were described in patients from Burkina
Faso (BFP-90) and Mali (95ML-84). Here, we report on the characterization of two
additional full-length genome sequences with similar mosaic structure in epidemio-
logically unlinked individuals from Senegal (97SE-1078) and Mali (95ML-127). Phy-
logenetic and recombinant analysis confirmed that the previously described strains,
BFP-90 and 95ML-84, were indeed a new CRF of HIV-1, which we can now designate
as CRF06-cpx. This new CRF fits the complex (cpx) designation, because four dif-
ferent subtypes (A, G, K, and J) were involved in the mosaic genome structure. The
fragment in the pol gene, which was initially characterized as unknown in the BFP-90
strain and subsequently as subtype I in the 95ML-84 strain, is now, with the recent
description of the new K subtype, clearly identified as subtype K. CRF06-cpx circu-
lates in Senegal, Mali, Burkina Faso, Ivory Coast, and Nigeria, although the exact
prevalence remains to be determined. Importantly, this new variant has also been
documented on other continents (Europe [France] and Australia), showing that these
viruses are spreading not only locally but globally.
Key Words: HIV—Subtypes—Recombination—CRF—Africa.
Phylogenetic analysis of numerous strains of HIV-1
isolated from diverse geographic origins has revealed
three distinct groups of viruses: groups M, N, and O (1).
The majority of strains found worldwide and responsible
for the pandemic belong to group M (“main”) (2) (HIV
Sequence Database Los Alamos National Laboratory;
available at http://hiv-web.lanl.gov/). Within group M,
subtypes, sub-subtypes, and circulating recombinant
forms (CRFs) exist (3). To be considered a subtype, iso-
lates should resemble each other, and no other existing
subtype across the entire genome or CRF should have a
similar mosaic genome with the same intersubtype
breakpoints. Thus, nine subtypes of HIV-1 group M exist
(A–D, F–H, J, and K), and several CRFs have been rec-
ognized and play a potentially important role in the glob-
al epidemic (3). All known representatives of what was
initially described as subtype E seem to be recombinants
of subtypes A and E; they are now designated as
CRF01_AE (4,5) and are responsible for the AIDS epi-
demic in Southeast Asia. Full-length sequencing of an
initially divergent env subtype A strain, HIV-1 IbNg,
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revealed that this virus has a complex mosaic genome of
alternating subtype A and G sequences (6,7). Because a
number of similar viruses have been reported from coun-
tries in West Africa and East Africa, this subtype is now
designated as CRF02_AG. Recently, it has been shown
that these CRF02_AG viruses are predominant in West
Africa (8). An epidemic among intravenous drug users in
Kaliningrad, Russia involves viruses that are mosaics of
subtypes A and B and thus are termed CRF03_AB (9–
11). Isolate 94CY032 from Cyprus was designated as the
prototype of subtype I based on gp120 sequences (12).
Full genome sequencing revealed this virus to be a com-
plex mosaic with multiple breakpoints between regions
of several distinct subtypes, including A, G, and I (13),
and two similar viruses have been described in epide-
miologically unlinked individuals from Greece (14). As
is the case with subtype E, no full-length nonrecombi-
nant subtype I virus has yet been identified. These vi-
ruses are now designated as CRF04-cpx. Recent reanaly-
sis with previously unavailable complete genome
sequences has revealed that these viruses are in fact mo-
saics with regions associated with subtypes A, G, H, and
K and unclassified regions (3). Therefore, subtype I has
been removed from the genetic classification system of
HIV strains, and the subtype I fragment has been rela-
beled as unclassified. CRF05-DF has been documented
recently in strains originating from the Democratic Re-
public of Congo (former Zaire) (15).
Because full-length genome sequencing has become
technically easier and with the development of a variety
of tools to detect the existence of mosaic (i.e., recombi-
nant) genomes, the criteria to propose a novel subtype,
sub-subtype, or CRF have been revised. Three near-full-
length genomic sequences are preferred; alternatively,
two complete genomes in conjunction with partial se-
quences, including breakpoints, are needed. These strains
must be identified in at least 3 individuals without any
direct epidemiologic link (3).
Recently, two near-full-length genomes of similar
complex mosaic viruses containing fragments of sub-
types A, G, I, and J were described in patients from
Burkina Faso (BFP-90) and Mali (95ML-84) (16,17). As
is the case with the definition of a novel subtype, a third
full-length genome sequence or partial sequences con-
firming the breakpoints from a third epidemiologically
unlinked individual are required to designate this as a
new CRF (3). In this study, we describe full genome
sequences from two additional virus strains with a simi-
lar complex mosaic genome obtained from epidemio-
logically unlinked individuals (1 from Senegal and 1
from Mali), and we have reanalyzed the fragment ini-
tially described as subtype I in the previously published
sequences. In addition, on the basis of pol sequences that
cover one of the multiple breakpoints, we have docu-
mented the presence of these viruses in the Ivory Coast.
METHODS
Virus Isolates
Full-length genome sequences were obtained for two HIV-1 viruses
(95ML-127 and 97SE-1078), starting with DNA extracted from pri-
mary uncultured peripheral blood mononuclear lymphocytes. The iso-
lates had been previously classified as subtype A in gag (p24) and
subtype G in env (V3–V5); in addition, the accessory gene region for
95ML-127 was classified as subtype J. Isolate 95ML-127 was obtained
from an asymptomatic female sex worker in Bamako, Mali (18). Isolate
97SE-1078 was obtained from a Senegalese woman with clinical symp-
toms of AIDS, who attended one of the major hospitals in Dakar,
Senegal in 1996 and died of AIDS in 1997.
Protease and reverse transcriptase (RT) genes were sequenced start-
ing with plasma samples for nine additional samples. The samples
originated from Senegal (n  3) (99SN-127HPD, 98SN-64HALD, and
98SN-77HALD) and Ivory Coast (n  4) (99IC-AB0302, 99IC-
AB1307, 99IC-AB1545, and 99IC-AB2478), and two were from
Burkinabes attending a hospital in France (99FR-MP1426 and
00FR-MP1471).
Complete Genome Sequences
DNA was extracted from primary peripheral blood mononuclear
lymphocytes with the QiaAmp DNA Blood Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France). For each strain, three overlapping nested polymerase chain
reactions (PCRs) were done to obtain the sequence of the entire ge-
nome. For the 97SE-1078 strain, a fragment that included the accessory
genes, the entire envelope, and the nef gene was amplified with h-pol
4235 (CCC TAC AAT CCC CAA AGT CAA GG) (19) and LsiG1
(LTR) (TCA AGG CAA GCT TTA TTG AGG CTT AAG CAG) as
outer primers and Vif1 (GGG TTT ATT ACA GGG ACA GCA GAG)
(20) and outer 3 (Nef) (AGC ATC TGA GGG TTA GCC ACT) (21) as
inner primers. The 3 end covering half of the pol gene and the acces-
sory genes was amplified with polM2 (GAT TTG TAT GTA GGA
TCT GA) and Vpu1 (GGT TGG GGT CTG TGG GTA CAC AGG)
(20) as outer primers and polM3 (TAT GTA GAT GGG GAG CTA
ATA G) and Mvpu3 (TAC TAT RGT CCA CAC AAC TAT) (20) as
inner primers. Unintegrated circular DNA was targeted to amplify the
rest of the pol gene, gag gene, and LTR with the following primers:
inner 5 (end of gp160) (CTG CAG GAC AGA TAG GGT TAT AGA
A) (21) and hpol-4538 (TAC TGC CCC TTC ACC TTT CCA) (19) as
outer primers and Mrev (nef) (TAA AAG AAA AGG GGG GAC TGG
AAG GGC TA) and hpol-4481 (GCT GTC CCT GTA ATA AAC
CCG) (19) as inner primers.
The same fragments were amplified for the 95ML-127 strain except
for the envelope and nef gene, which were amplified separately using
EnvA (GGC TTA GGC ATC TCC TAT GGC AGG AAG AA) and
EnvN (CTG CCA TTC AGG GAA GTA GCC TTG TGT) (22) and
41-1 (GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC ACT ATG GGC
G) (23) and LsiG1 as inner primers on the fragment covering the
accessory genes to the nef gene.
The Boehringer Expand Long Template DNA polymerase (Roche
Diagnostic, Meylan, France) was used according to the instructions of
the manufacturer. For the first rounds of amplification, PCR conditions
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were as follows: denaturation at 92°C for 3 minutes followed by 34
cycles at 92°C for 10 seconds, 50°C for 30 seconds, and 72°C for 5
minutes and a final extension of 7 minutes at 72°C. The second rounds
of amplification were performed under the same cycling conditions
except for the polymerization step, where the time was reduced from 5
to 3 minutes.
The amplified products were purified using a QiaQuik Gel Extrac-
tion Kit (Qiagen). Nucleotide sequences were obtained by direct se-
quencing of the amplified DNA using the inner primers of each PCR
and several primers encompassing the entire fragments.
Only the gp160 fragment of the 95ML-127 strain was cloned in
pGEM plasmid with the pGEM-T Easy Vector System II (Promega,
Lyon, France) before sequencing. Cycle sequencing was done using
Big Dye (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) terminator chem-
istry according to the instructions of the manufacturer. Electrophoresis
and data collection were performed on an ABI 373A stretch automatic
sequencer with XL upgrade (Applied Biosystem).
The sequenced fragments were assembled in contiguous sequences,
and a consensus of the strands was formed using the Seqed program
(Applied Biosystems).
pol Sequences
Viral RNA was isolated from plasma with the QIAmp Viral RNA
Kit (Qiagen) and was transcribed to cDNA as previously described for
samples from Senegal and France (24). Briefly, RNA was retrotran-
scribed to cDNA using Expand RT (Roche Diagnostic) with primer
IN3 (TCT ATB CCA TCT AAA AAT AGT ACT TTC CTG ATT CC)
according to the instructions of the manufacturer. This cDNA was then
amplified with a seminested PCR using outer primers G25REV (GCA
AGA GTT TTG GCT GAA GCA ATG AG) and IN3 and inner primers
AV150 (GTG GAA AGG AAG GAC ACC AAA TGA AAG) and IN3,
with the Expand Long Template PCR DNA polymerase (Roche Diag-
nostic). We used buffer 3 and temperature conditions of 94°C for 3
minutes, 94°C for 20 seconds, 50°C for 30 seconds, and 72°C for 3
minutes repeated for 34 additional cycles starting from step 2, with a
final extension of 5 minutes. After purification, the amplified products
were directly sequenced as described previously.
pol sequences of the strains from Ivory Coast were performed in
collaboration with the Virco laboratories (Virco NV, Mechelen, Bel-
gium; Virco Ltd, Cambridge, U.K.). Briefly, the viral RNA was reverse
transcribed, and a 2.2-kb fragment encoding the protease and RT re-
gions was then amplified by nested PCR using PCR primers and con-
ditions as described by Hertogs et al. (25). This genetic material was
subsequently used in sequencing experiments. The PCR products ob-
tained from patient plasma samples were sequenced by dideoxynucleo-
side-based sequence analysis. Samples were sequenced using the Big
Dye terminator kit and resolved on an ABI 377 DNA sequencer (PE
Biosystem), as previously described (26).
Phylogenetic Tree Analysis
Phylogenetic relations of the newly derived viruses were estimated
from sequence comparisons with previously reported representatives of
group M. Nucleotide sequences for the near-full-length genome and the
partial pol sequences were aligned using CLUSTAL_W (27) with mi-
nor manual adjustments, bearing in mind the protein sequences. Sites
with gaps in any of the sequences as well as areas of uncertain align-
ment were excluded from all sequence comparisons. Phylogenetic trees
of the entire genome and the pol gene were constructed by means of
the neighbor joining method, and reliability of the branching orders
was implemented by CLUSTAL_W using the bootstrap approach.
TreeView (Roderic Page, Division of Environmental and Evolutionary
Biology, University of Glasgow, U.K.) was used to draw trees for
illustrations. Genetic distances were calculated using the Kimura two-
parameter method, with a transition weight of 0.5 (28).
The new sequences were aligned and compared with the following
reference sequences: subtype A (A-U455, A-UG037, and A-Q23), sub-
type B (B-RF, B-OYI, B-JRFL, and B-HXB2), subtype C (C-ETH2220
and C-92BR025), subtype D (D-84ZR085, D-94UG114, D-NDK, and
D-ELI), sub-subtype F1 (F-93BR20, F-BE.VI850, F-FI.FIN9363, and
F1-96FR.MP411), sub-subtype F2 (F2-95CM.MP255 and F2-
CM.MP257), subtype G (G-SE6165, G-HH8793, G-92NG083, and
G-92NG003), subtype H (H-90CR056, H-BE.VI991, and H-
BE.VI997), subtype J (J-SE.SE92809 and J-SE.SE91733), and subtype
K (K-97ZR.EQTB11 and K-96CM.MP535).
Analysis for Intersubtype Mosaicism
To analyze the recombinant structure of the new viruses, several
additional analyses were performed. Using Simplot 2.5 software (writ-
ten by Stuart Ray and distributed by the author at: http://www.med.
jhu.edu/deptmed/sray/), similarity plots were developed to determine
the percentage of similarity between selected pairs of sequences by
moving a 500–base pair (bp) window along the genome alignment at
50-bp increments. Similarity values for each pair-wise comparison
were plotted at the midpoint of the 500-bp segment.
The Simplot 2.5 software was also used to calculate bootscan plots.
For the bootscan plots, the SimPlot software performed bootscanning
on parsimony trees using SEQBOOT, DNAPARS, and CONSENSUS
from the Phylip package (available at: http://evolution.genetics.
washington.edu/phylip.html) for a 500-bp window moving along the
alignment at increments of 50 bp [this approach is similar to the
bootscanning method described by Salminen et al. (29)]. We evaluated
100 replicates for each phylogeny. The bootstrap values for the studied
sequences were plotted at the midpoint of each window.
In the similarity and bootscan plots, the new sequences were com-
pared with consensus sequences (50% threshold) representing the non-
recombinant subtypes from the same alignment as the phylogenetic
tree, which was ungapped.
RESULTS
Analysis of the Full-Length Sequences
To verify whether the gag subtype A and env subtype
G HIV-1 viruses that cluster with the prototype BFP-90
and 95ML-84 strains in these genomic regions have a
similar complex mosaic genome, we sequenced the full-
length genomes for two such strains. One virus was ob-
tained from a symptomatic patient in Dakar, Senegal
(97SE-1078), and a second one was obtained from an
asymptomatic female sex worker in Bamako, Mali
(95ML-127).
The two HIV-1 genomes were sequenced entirely, in-
cluding the LTR extremities, 9808 bp for 97SE-1078 and
9719 bp for 95ML-127. All reading frames were open
C. MONTAVON ET AL.524
JAIDS Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes, Vol. 29, No. 5, April 15, 2002
and of complete length. None of the genomes had major
deletions or rearrangements. We also completed the
near-full-length sequence of 95ML-84 by additional se-
quencing of the LTR extremities. In the LTR, the dupli-
cation after the TCF1- site described in BFP-90 (16)
was also present in 97SE-1078 and was increased by 9
bp; it was absent in 95ML-84 and 95ML-127. All pre-
viously described sites in LTR, TCF1-, two NF-B and
three SP1, the TATA box, and the poly-A signal were
present in the newly described isolates. The transactiva-
tion responsive region (TAR) element was conserved
among the four viruses.
To determine the phylogenetic relations of the newly
characterized viruses, we constructed evolutionary trees
from the near-full-length genomes with reference strains
from the database (see Methods section). The phyloge-
netic tree showed that 95ML-127 and 97SE-1078 formed
a separate cluster with the BFP-90 and 95ML-84 proto-
type strains supported by high bootstrap values (100%)
(Fig. 1).
Recombinant Analysis
To determine whether 95ML-127 and 97SE-1078
have the same intersubtype recombinant structure as
BFP-90 and 95ML-84, similarity plots were developed
and bootscan analysis was done. Genomic alignment for
the similarity plots was the same as that used for the
phylogenetic tree construction. When the new sequences
were plotted against references of all the nonrecombinant
subtypes, we observed similar disproportionate levels of
sequence identity with subtypes A, G, K, and J along
their genome for the two sequences, which is consistent
with the pattern observed when the BFP-90 and 95ML-
84 prototype viruses were plotted against the same ref-
erence strains (Fig. 2A). The fragment previously de-
scribed as subtype I in pol was now identified as subtype
K. This result is consistent with the new evaluation of
subtype I (3).
We systematically evaluated bootstrap values support-
ing independent monophyletic phylogeny in different
parts of the genome using the same multiple genome
alignment generated for the similarity plots and the phy-
logenetic tree of Figures 1 and 2A The results of the
bootscan analysis are shown in Figure 2B. The complex-
ity of these new strains is readily apparent, with alter-
nating segments clustering with subtypes A, G, K, and J
similar to the complexity observed for the BFP-90 and
95ML-84 prototype strains. The bootscan results are in
agreement with similarity plots.
The locations of the breakpoints in the sequences were
indicated on the similarity and bootscan plots, and the
sequences were then broken down to different indepen-
dent fragments corresponding to the inferred recombined
regions and analyzed phylogenetically. This analysis
confirmed the breakpoints and subtype designations, in-
cluding the fragment in pol corresponding to the 5 RT
region for which the bootscan values were less signifi-
cant (data not shown).
The overall genomic structure of this group of four
viruses is shown in Figure 2C. The gag gene is subtype
A over the segment coding p17 and part of p24, with the
remaining portion being subtype G. The pol gene is sub-
type G in protease and the 5 end of the RT region,
whereas the 3 end of the RT gene is classified as subtype
K, and the integrase region is subtype G in the 5 end and
subtype A in the 3 end. In the accessory gene region, the
vif, vpr, and tat genes are subtype J. The vpu gene and
almost the entire envelope gene are subtype G. The 3
end of the envelope starting at the second exons of tat
and rev as well as the entire nef gene are again subtype J.
In addition to the initial report describing the BFP-90
virus as an A/G/J/? recombinant and the 95ML-84 strain
as an A/G/I/J recombinant, our data show that the region
previously identified as unclassified or subtype I in pol
corresponds to subtype K.
FIG. 1. Phylogenetic tree derived from a near-full-length ge-
nome alignment (7944 base pairs). The analysis and reference
strains used are described in Methods section.
CRF06-cpx 525
JAIDS Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes, Vol. 29, No. 5, April 15, 2002
C. MONTAVON ET AL.526
JAIDS Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes, Vol. 29, No. 5, April 15, 2002
Identification of Related HIV-1 Strains in Other
West African Countries
Phylogenetic tree analysis from smaller fragments dis-
persed over the genome showed that the 95ML-84, BFP-
90, 97SE-1078, and 95ML-127 strains consistently form
a separate and well-supported cluster. Genetic character-
ization of a pol fragment covering the protease and RT
genes in HIV-1 samples from Senegal (99SN-127HPD,
98SN-64HALD, and 98SN-77HALD) and Ivory Coast
(99IC-AB0302, 99IC-AB1307, 99IC-AB1545, and
99IC-AB2478) and from patients from Burkina Faso at-
tending a hospital in France (99FR-MP1426 and 00FR-
MP1471) showed that these strains formed a separate
cluster, with 95ML-84, BFP-90, 97SE-1078, and 95ML-
127 supported by high bootstrap values (97%) in the
region studied (Fig. 3A).
As shown in Figure 2C, this region of the genome is
recombinant with a breakpoint between G and K in the
middle of the RT gene. Bootscanning was done on these
nine pol sequences with sliding windows of 400 bp mov-
ing at 50-bp steps against nonrecombinant consensus ref-
erence sequences representing subtypes G, K, and B.
This more detailed analysis showed similar breakpoints
between the K and G sequences for eight of the nine
strains (see Fig. 3B). Similar results were obtained when
all the nonrecombinant subtypes were present in the
analysis (data not shown). For sequence 99IC-AB1307,
the breakpoint was at the same position, but the subtype
designation of the 3 end of the RT gene was less evi-
dent. When the BFP-90 strain was included in the
bootscan analysis, the fragment was closest to this se-
quence over the entire fragment (data not shown), and
phylogenetic tree analysis confirmed that the fragment
clustered with subtype K.
We can extrapolate with a relatively high probability
that these nine strains have the same mosaic A/G/K/J
genome. Moreover, they were all subtype A in the p24
region of the gag gene and subtype G in the V3–V5
region of the env gene similar to the prototype strains
BFP-90 and 95ML-84 (data not shown) and formed a
separate and well-defined cluster within subtypes A and G.
DISCUSSION
On the basis of the newly proposed nomenclature, the
formal requirement for assigning a new CRF is the ex-
istence of at least three epidemiologically independent
complete genome sequences that share the same recom-
binant structure and form a monophyletic cluster in all
regions of the genome or two full-length genome se-
quences plus some smaller fragments that cluster with
the full-length genome sequences and share identical
breakpoints. The two additional full-length genome se-
quences described in this study confirm that the previ-
ously described strains, BFP-90 and 95ML-84, are in-
deed a new CRF of HIV-1, which we can now designate
as CRF06-cpx, because four different subtypes were in-
volved in the mosaic genome structure. This new CRF is
composed of successive fragments of subtypes A, G, K,
and J. The fragment in the pol gene, which was initially
characterized as unknown in the BFP-90 strain and sub-
sequently as subtype I in the 95ML-84 strain, is now
clearly identified as subtype K. Subtype K sequences
were unavailable at the time of the initial description of
BFP-90, the prototype strain of this CRF.
Among the six known CRFs, subtype A is absent only
in CRF05-FD. In addition, subtype G is present in three
CRFs: CRF02-AG, CRF04-cpx, and CRF06-cpx.
The presence of subtypes A and G in many CRFs in
Africa is likely related to the high prevalence of subtype
A (approximately 80%) in West Africa and Central Af-
rica (approximately 50%). Subtype G is the second
prevalent subtype documented in these regions of Africa,
with a prevalence ranging from 10% to more than 30%
(2,30).
In this and our previous study, we also report evidence
for the presence of CRF06-cpx in several West African
countries (17). CRF06-cpx circulates in Senegal, Mali,
Burkina Faso, Ivory Coast, and Nigeria. The exact preva-
<
FIG. 2. Recombinant analysis of 95ML-127 and 97SE-1078. (A) Similarity plots comparing 95ML-127, 97SE-1078, BFP-90, and
95ML-84 with the consensus sequences of each nonrecombinant group M subtype. Similarity plots using Simplot 2.5 software determined
the percentage of similarity between selected pairs of sequences by moving a 500-base pair (bp) window along the genome alignment
at 50-bp increments. The similarity values for each pair-wise comparison were plotted at the midpoint of the 500-bp segment. Similar
disproportionate levels of sequence identity with subtypes A (red), G (blue), K (orange), and J (yellow) were observed along their genome
consistent with the pattern of BFP-90 and 95ML-84. (B) Bootscan analysis was done to evaluate systematically the bootstrap values
supporting independent monophyletic phylogeny in different parts of the genome. For the bootscan plots, Simplot 2.5 software performed
bootscanning on parsimony trees by using SEQBOOT, DNAPARS, and CONSENSUS from the Phylip package for a 500-bp window
moving along the alignment at 50-bp increments. The bootstrap values for the studied sequences were plotted at the midpoint of each
window. Successive A, G, K, and J fragments were observed. The pattern was the same as for BFP-90 and 95ML-84. (C) Schematic
representation of the mosaic structure of the CRF06-cpx genome. The bootstrap values supporting the subtype assignments in the
subregion trees were all greater than 80%.
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lence of this virus remains to be determined, however.
Importantly, this new variant was also introduced on
other continents. Two cases were documented in patients
from Burkina Faso attending a hospital in France, and the
prototype strain BFP-90 was isolated in Australia from a
patient who was also from Burkina Faso. This indicates
that these viruses are spreading not only locally but
globally.
In any geographic region, the proportion of recombi-
nant viruses depends on a number of factors, including
the prevalence rates of different subtypes, the probability
that certain population groups acquire multiple infections
and transmit their viruses further, and the fitness of any
mosaic viruses generated. The frequency of recombinant
viruses is almost certain to increase, however. Once it
has occurred, recombination cannot be undone; thus, the
frequency of “pure” subtype strains is likely to decrease.
It is increasingly evident that the distribution of HIV-1
genetic subtypes is a dynamic and unpredictable process.
The geographic distribution of subtypes is evolving, and
intermixing of HIV-1 variants is inevitable. Recombinant
viruses are already contributing substantially to the glob-
al pandemic, and the frequency and complexity of re-
combinant viruses are likely to increase as the various
subtypes spread to all continents and viruses that are
already mosaic are involved in further recombination
events.
It is critical to determine whether there are biological
differences among the various subtypes and CRFs, and it
is important to track the molecular epidemiology of these
viruses. More studies are needed to understand the role
and implications of recombinant viruses in the global
HIV evolution. It is important to study in detail the im-
pact of viral recombination on viral properties, because
recombination may introduce genetic and biological con-
sequences that are far greater than those resulting from
the steady accumulation of single mutations. It remains
to be determined what impact the diversity caused by the
formation of CRFs may have on the development of a
broadly efficacious AIDS vaccine.
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Identification of a New Circulating Recombinant Form of HIV
Type 1, CRF11-cpx, Involving Subtypes A, G, J, and
CRF01-AE, in Central Africa
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ABSTRACT
In this study, we characterized three full-length genome sequences with a similar mosaic structure from epi-
demiologicallyunlinked individuals from Cameroon (97CM-MP818) and the Central African Republic (99CF-
MP1298 and 99CF-MP1307). Phylogenetic and recombinant analysis confirmed that the three strains had a
similar complex recombinant genome, which we can designate now as CRF11-cpx. This new CRF was com-
posed of successive fragments of subtype A, G, J, and CRF01-AE. The previously reported GR17 virus from
a Greek patient infected in the Democratic Republic of Congo (DRC) has a similar structure and should be
considered as the prototype strain of CRF11-cpx. This new CRF circulates in Cameroon, Central African Re-
public, Gabon, and DRC, although the exact prevalences remain to be determined.
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INTRODUCTION
PHYLOGENETIC ANALYSIS OF NUMEROUS STRAINS of HIV-1,isolated from diverse geographic origins, have revealed
three distinct clades of viruses, which have been termed groups
M, N, and O.1 GroupM, which is responsible for the pandemic,
can be further subdivided into subtypes, subsubtypes, and cir-
culating recombinant forms (CRFs).1 Subtype designations
have been powerfulmolecular epidemiologicalmarkers to track
the course of the HIV-1 pandemic. Specific distributionsof the
various subtypes are seen in the different continents and the
greatest genetic diversity of HIV-1 has been found in Africa.2,3
However, it becomes more and more evident that the genetic
subtype distribution is a dynamic and unpredictableprocess. In-
termixing of HIV-1 variants is inevitable, which results in an
increasing likelihood of generating new recombinant viruses.
Differences related to efficiency of diagnostic assays and anti-
retroviral drugs have been reported among the various HIV-1
variants, and preliminary data suggest differences in pathogen-
esis and transmissibility.2,3 Therefore it remains important to
track the molecular epidemiology of HIV-1 and to genetically
characterize prevalent HIV-1 strains.
Based on partial env (V3–V5), pol (protease and RT), and
gag (p24) sequences,we identified several individuals infected
with an HIV-1 strain that was subtype A in env, J in pol, and
A in gag. In addition, these sequences formed separate sub-
clusterswithin subtypeA and J. To verify whether these viruses
have a similar structure over the entire genome, we sequenced
the full-length genomes for three such strains. One virus was
obtained from a symptomatic patient attending the military hos-
pital in Yaounde, Cameroon (97CM-MP818) and the two other
strains were isolated from patients attending a hospital in Mont-
pellier, France, but originating from the Central African Re-
public, 99CF-MP1298 and 99CF-MP1307. There was no epi-
demiological link between the three patients.
DNA was extracted from primary peripheral blood mononu-
1Laboratoire Retrovirus, UR36, IRD and University of Montpellier, Montpellier, France.
2Projet PRESICA, Military Hospital, Yaounde, Cameroon.
3PNLS, Libreville, Gabon.
4Laboratoire de Virologie et Bacteriologie, Hopital le Dantec, Dakar, Senegal.
clear cells (PBMCs) with the QiaAmp™ DNA blood kit (Qia-
gen, Courtaboeuf, France). For each strain, overlapping nested
polymerase chain reactions (PCRs) were done to obtain the se-
quence of the entire genome as previously described.4,5 The
BoehringerExpand™Long Template DNA polymerase (Roche
Diagnostic, Meylan, France) was used according to the in-
structionsof the manufacturer.The amplified productswere pu-
rified using a QiaQuik™ gel extraction kit (Qiagen, Courta-
boeuf, France). Nucleotide sequences were obtained by direct
sequencing of the amplified DNA, using the inner primers of
each PCR and several primers encompassing the entire frag-
ments. The sequenced fragments were assembled into contigu-
ous sequences and a consensus of the strands was formed by
using the Seqed program (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France).
The three HIV-1 genomes were sequenced in their entirety,
including the LTR extremities,9711 bp for 97CM-MP818,9747
bp for 99CF-MP1298, and 9769 bp for 99CF-MP1307.All read-
ing frames were open and of complete length. None of the
genomes had major deletions or rearrangements.All the previ-
ously described sites in LTR, like TCF1-a, two NF-kB and
three SP1, the TATA box, and the poly(A) signal, were pres-
ent in the newly described isolates. The tRNAlys binding site
and the TAR element are conserved.
Phylogeneticrelationshipsof the newly derivedviruseswere
estimated from sequencecomparisonswith previously reported
representatives of group M. Nucleotide sequences of the near
full-lengthgenomewere aligned using CLUSTAL W6 with mi-
nor manual adjustments,bearing in mind the protein sequences.
Sites where there was a gap in any of the sequences, as well
as areas of uncertain alignment, were excluded from all se-
quence comparisons. Phylogenetic trees of the entire genome
were constructed with the neighbor joining method and relia-
bility of the branching orders using the bootstrap approach
were implemented by CLUSTAL W. TreeView was used to
draw trees for illustrations. Genetic distances were calculated
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FIG. 1. Phylogenetic tree derived from a near full-length genome alignment (8184 bp). The new sequences were aligned with
and compared to the following reference sequences: subtype A (85UG-U455, 92UG-UG037, 94SE-SE7523, and 94KE-Q23),
subtype B (83US-RF, 90US-WEAU160, 86US-JRFL, and 83FR-HXB2), subtype C (86ET-ETH2220, 92BR-025, 96BW-0502,
96BW-17B03, and 95IN-21068), subtype D (84CD-ZR085, 94UG-114, 83CD-NDK, and 83CD-ELI), subsubtype F1 (93BR-20,
93BE-VI850, 93FI-FIN9363, and 96FR-MP411), subsubtype F2 (95CM-MP255 and CM-MP257), subtype G (93SE-SE6165,
93FI-HH8793, 92NG-NG083, and 96DE-DRCBL), subtype H (90CF-CF056, BE.VI991, and BE.VI997), subtype J (93SE-
SE92809 and 93SE-SE91733), and subtype K (97CD-EQTB11 and 96CM-MP535).
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FIG. 3. Phylogenetic trees (a–m), confirming the different subtype designations, identified by the similarity and bootstrap plots
for the four new strains. All bootstrap values were above 80% (100 replicates) at each of the internal branches defining a sub-
type. The same reference strains as described for Figure 1 were used except for Figure 3m, where reference strains from CRF01
A/E were added.
with the Kimura’s two parameter method, with transitions
weight5 0.5.7
The phylogenetic tree showed that 97CM-MP818, 99CF-
MP1298, and 99CF-MP1307 formed a separate and well-sup-
ported cluster. To see whether other previously reported full-
length recombinant sequences in the database were closely re-
lated to the three new strains, we added them into our align-
ment. Interestingly, one strain, GR17, reported as a complex
recombinant with subtypes A, G, and E (CRF01-AE) frag-
ments,8 clusters togetherwith the three new strains and the clus-
ter was supported by 100% of the bootstrap values (Fig. 1).
To analyze the recombinantstructureof the new viruses,sim-
ilarity and bootstrap plots were performed, using the Simplot
2.5 software written by Stuart Ray and distributed by the au-
thor at http://www.med.jhu.edu/deptmed/sray/. The genomic
alignment for the similarity plots was the same as that used for
the phylogenetic tree construction. When the new sequences
were plotted against references of all the nonrecombinant sub-
types, we observed for the four sequences similar dispropor-
tionate levels of sequence identity with subtype A, G, and J
along their genome, with an uncertain region at the 39 end of
the genome, corresponding to the nef gene (Fig. 2a). Also, in
some small regions in pol and env, the discrimination between
subtype G and J was not evident. The same alignment was
bootscanned with a sliding window of 500 bp advancing with
50-bp increments and the results of the bootscan analysis are
shown in Figure 2b. The bootscan results are in agreementwith
similarity plots showing alternating segments clustering with
subtype A, G, and J, and the same regions in pol, env, and nef
were indeterminate for the four strains.
The different subtype designations as indicated by the sim-
ilarity and bootscan plots were further analyzed by phyloge-
netic trees as shown in Figure 3. The full-length genome align-
ment was broken into different independent fragments
corresponding to the inferred recombined regions. This analy-
sis confirmed the breakpointsand subtypedesignations.For two
regions in the genome, the middle of pol (Fig. 3c) and end of
gp120 (Fig. 3k), we were not able to discriminate between sub-
type J and G, because the new strains formed a separate clus-
ter between these two subtypes.
To verify whether the nef gene from our three new sequences
also had a CRF01-AE-like structure as described for GR17, we
included CRF01-AE reference strains in the phylogenetic tree
analysis from this part of the genome. The nef gene of CRF01-
AE strains cluster with subtype A sequences in the 59 end,
whereas the 39 end clusters with the previously called subtype
E sequences. As shown in Figure 3m, the new strains and the
GR17 strains formed a well-supported and separate cluster with
the CRF01-AE reference strains. The overall schematic repre-
sentation of the CRF11-cpx genome is shown in Figure 4.
As part of a surveillance program, monitoring genotypic re-
sistance to antiretroviral drugs in naive and treated HIV-1-in-
fected patients in Africa, we identified additional strains that
were classified as subtype J in pol, two fromCameroon (97CM-
MP580, 97CM-MP809), one from Senegal (98SN-1041SC),
and one from Gabon (00GA-09). The p24 region from gag and
the V3–V5 region in the envelope were sequenced, and they
were subtype A in both regions and clustered with the other
CRF11-cpx strains. We can therefore extrapolate with a rela-
tively high probability that these four strains have the same mo-
saic A/G/J/CRF01-AE genome.
Based on the new nomenclature proposal, the formal re-
quirement for assigning a new CRF was the existence of at least
three epidemiologically independent complete genome se-
quences that shared the same recombinant structure and formed
a monophyleticcluster in all regions of the genome, or two full-
length genome sequences plus some smaller fragments that
clusteredwith the full-length genome sequences and shared the
identical breakpoints.1 The three additional full-length genome
sequences described in this study confirmed that the previously
described strain GR17 was indeed a new CRF of HIV-1, which
we can designate now as CRF11-cpx, since four different sub-
types were involved in the mosaic genome structure. This new
CRF is composed of successive fragments of subtype A, G, J,
and CRF01-AE.
Subtypes A and G are present in the majority of CRFs doc-
umented in West andWest Central Africa, CRF01-AE, CRF02-
AG, CRF04-cpx, CRF06-cpx, and CRF11-cpx.9 This is most
probably related to the predominance of subtype A and G in
West and Central Africa, more than 80% to 50%, respectively,
for A and prevalences ranging from 10% to more than 30% for
G.2,10 But CRF06-cpx and CRF11-cpx also contain fragments
of subtype J, a subtype described only in the Democratic Re-
public of Congo (DRC) and Congo with low prevalences only
(3–7%, respectively).11,12 We previously reported evidence for
the presence of CRF06-cpx in several West African countries
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FIG. 4. Schematic representation of the mosaic structure of the CRF11-cpx genome. The letters above the genome correspond to
the different phylogenetic trees from Figure 3.
(Senegal, Mali, Burkina Faso, and Nigeria)4 and, in this study,
we show that CRF11-cpx circulates also in different Central
African countries. This suggests that subtype J sequences, ini-
tially thought as rare, seem to have a broader geographic spread
by way of these recombinant forms, although the exact preva-
lences remain to be determined. Partial sequence descriptions
from Cameroon by Funjungo et al.13 and Tscherning-Casperet
al.14 suggest that CRF11-cpx circulates to a certain extent in
Cameroon.
If there are biological differences among the various sub-
types and CRFs, it is important that these should be clearly de-
fined, and it remains important to track the molecular epi-
demiology of HIV-1. Continued monitoring is necessary to
chart the emergence of new predominant subtypes and CRFs
around the world. In future studies, both “pure” subtypes and
CRFs will need to be monitored. At least two different parts of
the genome have to be genetically characterized, either by se-
quencing or by more simplified subtyping techniques such as
heteroduplex mobility assay (HMA) in env and gag.15,16 Nev-
ertheless, as shown by this and our previous studies, sequenc-
ing remains the most accurate approach to identify HIV-1 vari-
ants, especially recombinants or CRFs. Even partial gag and/or
env sequences give more precise informationwith regard to the
presenceof subcladesor recombinantviruses becauseCRFs can
form subclusters within a certain subtype that cannot be de-
tected by the other assays.
SEQUENCE DATA
The new sequences have been deposited in the EMBL Data
Library under the following accession numbers: AJ291718
(97CM-MP818), AJ291719 (99CF-MP1298), and AJ291720
(99CF-MP1307).
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The tools currently available for genetic subtyping of human immunodeﬁciency virus type 1 are laborious or
can be used only for the analysis of a limited number of samples and/or subtypes. We developed and evaluated
a molecular biology-based method using subtype-speciﬁc oligonucleotide probes for env genotyping of subtypes
A through G, CRF01_AE, and CRF02_AG. DNA enzyme immunoassay (DEIA) genotyping is based on nested
PCR ampliﬁcation of the 5 end of the env gene (proviral DNA), followed by subtype-speciﬁc hybridization and
immunoenzymatic detection on microplates. DEIA genotyping was validated with a large number of samples
(n  128) collected in Europe (France; n  47), West-Central Africa (Cameroon; n  36), and West Africa
(Senegal; n  45). Three different formats, depending on the distribution of subtypes in the three countries,
were developed. The results were compared with those obtained by sequencing of the V3-V5 region and
phylogenetic analysis or an env heteroduplex mobility assay. Additional sequencing and phylogenetic analyses
of the DEIA region (the ﬁrst codon of the env coding sequence to the middle of conserved region C1 of gp120)
were performed to investigate the reasons for discrepancies. Intense and highly speciﬁc reactions between the
oligonucleotide probes and the corresponding samples were observed. Overall, correct identiﬁcation was
achieved for 107 of 128 samples (83.6%). One sample was not ampliﬁed, 10 (8%) were nontypeable (NT), and
10 (8%) were misidentiﬁed. Six of the 10 discordant samples were further investigated by phylogenetic analysis,
which indicated that these samples corresponded to recombinants involving the env 5 end and the V3 and V5
regions of the two parental clades. Sequencing of NT samples showed numerous differences between sample
and probe sequences, resulting in a lack of hybridization, and revealed the limitations of the selected probes
in terms of speciﬁcity and sensitivity. We demonstrated the feasibility of DEIA genotyping: six subtypes plus
the two most prevalent circulating recombinant forms were discriminated by using the 5 end of the env gene.
This method can be adapted to the local situation by including only probes that correspond to the prevalent
strains.
Phylogenetic analyses have classiﬁed human immunodeﬁ-
ciency virus (HIV) type 1 (HIV-1) strains into three groups: M
(for major), which is responsible for the HIV-1 pandemic; O
(for outlier); and N (for non-M/non-O). O and N strains are
mainly isolated from Cameroonian patients (9, 39, 54). Group
M isolates are diverse and have been subdivided into genetic
subtypes approximately equidistant from each another (29;
HIV sequence Database [http://hiv-web.lanl.gov]). The in-
creasing complexity of the sequences of HIV-1 group M iso-
lates, the occurrence of recombinant forms responsible for
major epidemics, and the existence of divergent clusters within
subtypes have made it necessary to reevaluate the nomencla-
ture. A revised nomenclature system was recently proposed.
That system deﬁnes 9 “pure” subtypes (subtypes A to D, F to
H, J, and K) with no identiﬁed recombination and 11 circulat-
ing recombinant forms (CRFs), in which members of a lineage
that have identical mosaic structures and that play an impor-
tant role in the pandemic are grouped (49; HIV Sequence
Database). Subtypes E and A IbNg in the initial classiﬁcation
are, in fact, two major CRFs now designated CRF01_AE and
CRF02_AG, respectively (49). The notion of subsubtypes has
also been deﬁned to refer to distinct lineages very closely
related to a particular subtype lineage but genetically distant
enough to be regarded as a new subtype. Subsubtypes A1 and
A2 have been recognized (21), as have subsubtypes F1 and F2,
found in Brazil and Europe and in Cameroon, respectively
(59). Due to their previously described close relationship, sub-
types B and D could be considered subsubtypes B1 and B2,
respectively; we refer to them here as subtypes B and D,
respectively, to remain consistent with the designations in pub-
lished studies (49).
This extraordinary degree of diversity complicates diagnosis,
disease monitoring, and treatment (1–3, 5, 16–18, 33, 34, 40,
53). It may also affect biological properties such as infectious-
* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Virologie,
CHU Bretonneau, 37044 Tours cedex, France. Phone: (33) 2 47 47 80
57. Fax: (33) 2 47 47 36 10. E-mail: fbarin@med.univ-tours.fr.
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ness, transmissibility, and immunogenicity, making continuous
molecular biology-based epidemiology studies necessary. The
diversity of HIV has also been shown to be an important
epidemiological marker. Large-scale studies are required to
follow the dynamics of the pandemic and are probably also
required for vaccine design. HIV-1 strains can be subtyped
(i.e., subtypes and CRFs can be identiﬁed) directly by genomic
analysis (genotyping) or indirectly by analysis of the antibody
response of the host by using synthetic peptides corresponding
to the V3 loop of gp120 (V3 serotyping) (7, 10, 42, 51). Sero-
logical assays have been shown to be useful tools in some
geographical areas, but they discriminate only a limited num-
ber of antigenically different subtypes (4, 6, 11, 12, 20, 22, 30,
52, 55, 63). Genome analysis based on DNA sequencing fol-
lowed by phylogenetic analysis is the most informative method
for subtyping and is considered the “gold standard.” Although
this is becoming easier and is now partly automated, it remains
time-consuming and expensive and requires speciﬁc equip-
ment, rendering it inappropriate for large-scale studies. The
env and, recently, the gag heteroduplex mobility assays
(HMAs) have been developed as alternative methods (15, 23);
the HMA technique is nonetheless laborious and allows the
analysis of only a limited number of samples, and interpreta-
tion may be difﬁcult. Other genetic methods can be used in
large-scale studies but discriminate fewer subtypes. These
methods include subtype A-speciﬁc PCR, restriction fragment
length polymorphism analysis, combinatorial melting assay,
and probe hybridization (19, 26, 28, 35, 38, 41, 43, 47, 48, 56,
57, 60). Probe hybridization has been demonstrated to be ef-
fective for rapid screening of the prevalent subtypes in Uganda
(subtypes A and D) and Thailand (subtype B and former
subtype E) (47, 56). The aim of this study was to develop and
to evaluate the feasibility of a similar methodology adapted to
the identiﬁcation of the six major subtypes prevalent world-
FIG. 1. Principle of genotyping of HIV-1 by DEIA. An env fragment of 250 bp is ampliﬁed by nested PCR and is then used for subtype-speciﬁc
detection and identiﬁcation by DEIA. a, primers ED3 and ED14 corresponded to those used in the env HMA (15).
TABLE 1. Characteristics of subtype-speciﬁc probes
Probe Subtype(s) identiﬁed Oligonucleotide sequencea Tm (°C)
SAG1 CRF02_AG 5-ATA TTT TGG ATA ATG ATA ATT TGT AAT GC-3 53.7
SA2 CRF02_AG, A, CRF01_AE 5-AAA GAY GCA GAG ACC ACC C-3 55.2
SAE1 CRF01_AE 5-AGA CAC AGA TGA ATT GGC CAA-3 53.9
SB2 B 5-GAM GGR GAY CAG GAA GAA TT-3 51.2
SBD3 B, BD, D 5-ATG CTC CTT GGG ATR TTR ATG-3 52
SD1.1 D 5-AGA GTG AGG GRG ATA GAG AGG AAT T-3 59.5
SC1 C 5-ATC TTA GGC TTT TGG ATG ITA ATG-3 54
SF6 F 5-GGG AAA TGG GGC CTT TTA TT-3 53.2
SG1 G 5-CAT ATA GTA CTG AAA GCC ATA ATG T-3 54.6
a Degenerate bases (in boldface)are deﬁned as follows: Y, C  T; R,  A  G; M, A  C; I, inosine.
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wide (subtypes A through G), which also allows the discrimi-
nation of CRF01_AE and CRF02_AG. We wanted to include
CRF discrimination in our objectives because CRF02_AG is
now recognized as responsible for the subtype A epidemic in
West and West-Central Africa, and no speciﬁc tool except gag
HMA has been available to track this epidemic (23).
We adapted the DNA enzyme immunoassay (DEIA) tech-
nique previously described as relevant for hepatitis C virus
(HCV) genotyping (25, 31, 61). This technique is based on the
hybridization of ampliﬁed proviral DNA with subtype-speciﬁc
probes used to coat microtiter plate wells, followed by detec-
tion with a mouse monoclonal anti-double-stranded DNA an-
tibody. We validated DEIA genotyping using a large number
of samples collected in Europe (France), West-Central Africa
(Cameroon), and West Africa (Senegal).
MATERIALS AND METHODS
Sample collection. A total of 131 HIV-1 samples whose envelopes (V3-V5)
were genetically characterized were analyzed. Fifty samples were obtained from
in- or outpatients, mainly African, attending the Bichat Hospital in northern
Paris (European samples). The genetic subtypes of these samples were identiﬁed
by HMA (n  47) or sequencing (n  3). Among these 50 samples, the genetic
subtype distribution was as follows: 15 were subtype A-like, 10 were subtype B,
6 were subtype C, 5 were subtype D, 4 were subtype F, 4 were subtype G, 3 were
subtype H, and 3 were CRF01_AE. Discrimination between subtype A and
CRF02_AG in the envelope was not possible since the genetic subtypes were
identiﬁed by HMA.
An additional 81 samples (African samples) were obtained from patients
attending the Military Hospital in Yaounde, Cameroon (n  36), and patients
attending one of the three major hospitals in Dakar, Senegal (n  45). For all
these samples the genetic subtype was identiﬁed by sequence analysis; and the
subtype distribution was as follows: 19 were subtype A, 3 were subtype B, 3 were
subtype C, 9 were subtype D, 7 were subtype F, 12 were subtype G, and 28 were
CRF02_AG.
Peripheral blood mononuclear cell isolation, DNA extraction, and reference
subtyping. Peripheral blood mononuclear cells were separated on a Ficoll gra-
dient. They were washed twice in phosphate-buffered saline (PBS), pelleted, and
stored at 80°C. DNA was extracted as described previously (32).
The env subtypes of 47 European samples were determined by env HMA as
follows: 1g of DNA was used for PCR ampliﬁcation with primers ED3 and
ED12. The second round of ampliﬁcation was performed with 2 l of the
ﬁrst-round product and primers ES7 and ES8, as described by Delwart et al. (15).
Subtype reference samples were ampliﬁed with second-round primers and 10 ng
of plasmids A to H as templates. HMA was performed as described previously
(14).
Three European samples and all African samples were genotyped by sequenc-
ing of the V3-V5 region of the env gene (700 bp, ampliﬁed with HMA primers
ED5 and ED12 as outer primers and primers ES7 and ES8 as inner primers),
followed by phylogenetic analysis, under the conditions described previously
(62).
DEIA genotyping. (i) Choice of subtyping region and selection of identiﬁcation
probes. The subtype-speciﬁc probes were selected by analyzing the entire con-
sensus sequences of the env genes of pure subtypes A to D and F to G and the
two CRFs, CRFs AE and AG (HIV Sequence Database). The criteria for probe
speciﬁcity were set on the basis of previous experience with the DEIA genotyping
of HCV (25, 31, 61). Probes were 20 to 30 bases long and were designed such that
the melting temperatures (Tms) of all probes were close, with intersubtype
differences of at least 20% (about 4 different bases), and the region correspond-
ing to the probes was conserved for a given subtype. The most suitable region
presenting these characteristics comprised the ﬁrst codon of the env coding
sequence (env cds) to the middle of conserved region C1 of gp120 (DEIA
region).
A set of different probes speciﬁc for this region was deﬁned. Single subtype-
speciﬁc probes for subtypes C, F, and G were easily identiﬁed (Table 1). Unique
probes for subtypes B and D could not be found. The lack of speciﬁcity of the
subtype D probe, which also detected non-B, non-D subtypes, was associated in
part with a high level of sequence similarity between subtypes B and D. There-
fore, samples of subtypes B and D (called subtype BD) were ﬁrst distinguished
with a common subtype BD-speciﬁc probe (probe SBD3), followed, if a positive
result was obtained, by speciﬁc identiﬁcation with subtype B- and subtype D-
speciﬁc probes (Table 1).
It was difﬁcult to ﬁnd a speciﬁc probe for subtype A due to the close relation-
ship between this subtype, CRF01_AE, and CRF02_AG. The 5 end of the env
gene of the two CRFs is indeed partly subtype A-like (HIV Sequence Database).
A common probe (probe SA2) that identiﬁes subtype A, CRF01_AE, and
CRF02_AG was therefore identiﬁed, with discrimination between subtype A and
the two CRFs being achieved with additional CRF-speciﬁc probes, designed on
the basis of CRF-speciﬁc signature sequences (Table 1).
After preliminary assays, nine probes (probes SA2, SAE1, SAG1, SBD3, SB2,
SD1.1, SC1, SF6, and SG1) were selected for the detection and identiﬁcation of
samples of subtype A, CRF01_AE, and CRF02_AG; samples belonging to either
subtype B or D; samples of subtype B; samples of subtype D; and samples of
subtypes C, F, and G (Table 1). They were synthesized, 5 biotinylated, and
puriﬁed by high-pressure liquid chromatography (Eurogentec, Seraing, Bel-
FIG. 2. Schematic diagram of the three DEIA formats developed
for subtyping of samples from Europe (France; A), West-Central Af-
rica (Cameroon; B) and West Africa (Senegal; C).
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gium). All probes were 20- to 29-base oligonucleotide probes. The probe se-
quences and Tms are presented in Table 1. Nine oligonucleotides with sequences
complementary to those of the nine probes were used as positive controls for
hybridization.
(ii) Subtype-nonspeciﬁc PCR. A nested PCR for the region that spans the 5
end of the env gene (DEIA region) of all genetic subtypes A through H and the
two CRFs (CRFs AE and AG) was performed to amplify a 250-bp fragment
encompassing the sequences of the identiﬁcation probes (Fig. 1) (HIV Sequence
Database). The primer sets used were primers ED3 and ED14 as outer primers
(as described for HMA) and primers ES4 and ES5 as inner primers (designed for
DEIA), (see the sequences in Fig. 1). For the ﬁrst round, 10 l of DNA template
was added to a 90-l reaction mixture consisting of 10 mM Tris-HCl (pH 9), 50
mM KCl, 0.1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2, each deoxynucleoside triphosphate
at a concentration of 0.2 mM, 20 pmol of each primer, and 3.5 U of Expand
high-ﬁdelity Taq polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Ten
microliters of product from the ﬁrst round was used for the second round in 100
l of the same mixture used for the ﬁrst-round PCR and 2.5 U of Taq polymerase
(Promega, Madison, Wis). The ﬁrst-round PCR was performed as previously
described by Delwart et al. (14); a ﬁrst denaturation step for 2 min at 94°C was
followed by 3 cycles of 94°C for 1 min, 55°C for 1 min, and 72°C for 1 min and
32 cycles of 94°C for 15 s, 55°C for 45 s, and 72°C for 1 min, with a ﬁnal extension
of 5 min at 72°C. The conditions for the second round were a denaturation step
of 2 min at 94°C, followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, 50°C for 30 s, and 72°C
for 1 min, with a ﬁnal extension of 7 min at 72°C.
(iii) DEIA procedure. The DEIA was based on the hybridization of ampliﬁed
single-stranded DNA (ssDNA) with oligonucleotide subtype-speciﬁc probes at-
tached to the surfaces of microtiter plate wells by a streptavidin-biotin bond.
Hybrids of the probe and the ssDNA were detected with a mouse monoclonal
anti-DNA antibody. Antibody binding was detected by means of a colorimetric
immunoenzymatic reaction.
The DEIA was performed with a GEN-ETI-K PS0001 DEIA kit, according to
the manufacturer’s instructions (DiaSorin, Saluggia, Italy). Three parameters
had to be deﬁned: the concentration of the identiﬁcation probe used to coat the
microplates, the concentration of the complementary oligonucleotides, and the
hybridization temperature. After calibration, the coating concentrations of the
identiﬁcation probes were deﬁned according to the probes used. The concentra-
tions were 0.25 ng/l for probes SA2, SAE1, SBD3, SD1.1, SC1, and SG1; 0.75
ng/l for probe SB2; and 0.05 ng/l for probes SAG1 and SF6. The optimal
concentration of the complementary oligonucleotides was deﬁned as 2.5 ng/l,
and the hybridization temperature was 45°C.
Three formats of the assay, one for each sample collection (i.e., a Europe, a
Cameroon, and a Senegal format) were evaluated (Fig. 2). The number and type
of probes were adapted to the predominant circulating subtypes.
(a) Europe format. The Europe format used subtype-speciﬁc probes SA2,
SAE1, SBD3, SB2, SD1.1, SC1, SF6, and SG1 to identify subtype A-like samples
(subtype A and CRF02_AG samples), CRF01_AE samples, and subtype B, D, C,
F, and G samples. A ﬁrst step discriminated six subtypes (subtype A-like,
CRF01_AE, and subtypes BD, C, F, and G), as follows (Fig. 2A). Wells of a
streptavidin-coated microplate were sensitized with 100 l of probes appropri-
ately diluted in Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA [pH 8]; one
probe per strip for strips 1 to 6 and 7 to 12) by incubation for 20 h at 4°C. The
wells were washed ﬁve times with PBS containing Tween 20 (PBS-TW; Dia-
Sorin). Before the assay, the products of the nested PCR were denatured for 15
min at 97°C. They were cooled on ice for at least 10 min before DEIA analysis.
Hybridization buffer (100 l, containing Denhardt’s solution, SSC [0.15 M NaCl
plus 0.015 M sodium citrate], Tris-HCl, and EDTA; DiaSorin) was added to each
well. We then added 10 l of a negative control (NC) consisting of Tris-HCl,
MgCl2, and bovine serum albumin (DiaSorin) to wells 1 to 6 of the ﬁrst line. Ten
microliters of each of the six complementary oligonucleotides was added as a
positive control to wells 1 to 6 of the second line. Ten microliters of the ssDNA
sample (one sample per six wells) was added to each well of the next lines and
to each well of all lines on strips 7 to 12. A cardboard lid was placed over the
plate to prevent evaporation, and the microplate was incubated for 1 h at 45°C
(1°C). The wells were then washed ﬁve times with PBS-TW. One hundred
microliters of an anti-double-stranded DNA antibody solution (1:50 dilution in
PBS and fetal calf serum; DiaSorin) was added, and the plates were incubated for
30 min at 30°C (1°C) after they were covered with a cardboard lid. The wells
were then washed ﬁve times with PBS-TW. One hundred microliters of the
enzyme tracer solution (protein A conjugated to horseradish peroxidase [1:50
dilution in PBS-fetal calf serum]; DiaSorin) was added, and the plates were
incubated for 30 min at room temperature after they were covered with a
cardboard lid. The wells were washed ﬁve times with PBS-TW, and the reaction
was detected by incubation with 100 l of a 1:1 chromogen-substrate solution of
tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide for 30 min at room temperature in
the dark. Color development was stopped by adding 1 N H2SO4 (200 l), and the
A450 and A630 were read. After preliminary experiments, the cutoff value was
deﬁned as the absorbance for the NC  0.400.
A second step was performed for the BD-speciﬁc probe-reactive samples to
distinguish between subtypes B and D. The same conditions used for the ﬁrst
step was applied, except that the cut-off value for the well coated with probe D1.1
was deﬁned as the absorbance for the NC  0.150.
In this Europe format, we were able to carry out an initial screening of 14
samples per microplate.
(b) Cameroon format. The Cameroon format involved two steps: the ﬁrst used
probes SA2, SAG1, SF6, and SG1, corresponding to the predominant genotypes
in this country. The nontypeable (NT) samples (those with absorbance values
below the cutoff) were then analyzed with probes SBD3 and SC1 (Fig. 2B). The
same experimental conditions described above for the Europe format were
applied for the Cameroon format. In the Cameroon format, we were able to
carry out an initial screening of 22 samples per microplate.
(c) Senegal format. The Senegal format was performed as described above,
except that the subtype BD-speciﬁc probe replaced the subtype F-speciﬁc probe
for the ﬁrst step; the NT samples were further analyzed with subtype C- and
F-speciﬁc probes (Fig. 2C). In this format, we were able to carry out an initial
screening of 22 samples per microplate.
(iv) Probe reactivity. The intersubtype relationships discussed above pre-
cluded direct simple subtyping with single reactivity to the speciﬁc probe. How-
ever, a reproducible proﬁle of probe reactivity including cross-hybridization
made it possible to deﬁne a chart representing a speciﬁc pattern of hybridization
for each subtype or CRF (Table 2). A genotype was then assigned according to
this chart, with any reactivity proﬁle different from those in this chart being
classiﬁed as indeterminate.
DNA sequencing of the env cds-C2 region. DNA sequencing and phylogenetic
analysis of the env 5 end of NT, indeterminate (similar absorbances with two
probes), and discordant samples were performed to assign a subtype to the
DEIA region. An 820-bp fragment was ampliﬁed from proviral DNA by nested
PCR with primers ED3 and ED14 as the outer primers and primers ES4 and
PSA2 (5-CCATTTAACAGCAGTTGAGTTG-3) as the inner primers. The
TABLE 2. DEIA genotyping interpretation chart
Probe
Reactivity to the following subtypea:
A CRF01_AE CRF02_AGb B D C F G
SA1 ● ● ● ● 
SAE1 T 
SAG1 T ● ●
SBD3 ● ●
SB2 T
SD1.1 T
SC1 ●
SF6 ●
SG1  ●
a Symbols: ●, dominant reactivity; T, cross-reactivity always present; , cross-reactivity sometimes present.
b Three different patterns of reactivity were observed.
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FIG. 3. Representative proﬁles of probe reactivities with European samples. The genotype determined by DEIA is given at the top, and the
reference subtype is given at the bottom. (A and B) The ﬁrst screening discriminated subtype A-like, CRF01_AE, and subtype BD, C, F, and G
samples. (C) Speciﬁc identiﬁcation of subtypes B and D from the samples reactive with subtype BD-speciﬁc probes was performed in a second step
with individual B- and D-speciﬁc probes. abs., absorbance.
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ﬁrst round was performed with the Expand Long Template PCR system (Roche
Diagnostics), according to the manufacturer’s instructions. The second round
was performed with Taq DNA polymerase (Promega), as follows: 1 to 5 l from
the ﬁrst-round ampliﬁcation was used for the second round with the inner
primers, the reaction mixture consisting of 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 9),
0.1% Triton X-100, 1.8 mM MgCl2, each deoxynucleoside triphosphate at a
concentration of 0.2 mM, 2.5 U of Taq polymerase, and 20 pmol of each primer.
The PCR conditions were 92°C for 5 min, followed by 38 cycles at 92°C for 20 s,
50°C for 30 s, and 72°C for 2 min, with a ﬁnal extension step at 72°C for 10 min.
The ampliﬁed fragments were puriﬁed with the QIAquick gel extraction kit
(QIAGEN, Courtaboeuf, France) and were directly sequenced with the ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit with Ampli-
Taq DNA polymerase FS (Perkin-Elmer, Roissy, France) on an Applied Bio-
systems 373A automatic DNA sequencer (Stretch model).
Phylogenetic analysis. Nucleotide sequences were aligned with the CLUSTAL
W program with minor manual adjustments to take into account the protein
sequences (58). Regions that could not be aligned unambiguously due to length
or sequence variability were omitted from the analysis. Phylogenetic trees were
produced by the neighbor-joining method, and the reliability of the branching
orders was assessed by the bootstrap approach with the CLUSTAL W program.
Genetic distances were calculated by Kimura’s two-parameter method (27).
RESULTS
Probe reactivity. The reactivity proﬁles of representative
European and African samples are presented in Fig. 3 and 4.
Subtype BD-, C-, and F-speciﬁc probes produced intense and
FIG. 4. Representative proﬁles of probe reactivity with Cameroonian samples (A) and Senegalese samples (B). The DEIA genotype is given
at the top, and the reference subtype is given at the bottom. abs., absorbance.
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highly speciﬁc signals with samples of the subtypes correspond-
ing (Fig. 3A, 3B, and 4). Among the subtype BD-reactive
samples from the European collection, the additional identiﬁ-
cation of subtype B samples was accurate, with high absor-
bance values, whereas speciﬁc identiﬁcation of subtype D sam-
ples was characterized by lower absorbance values (two of four
samples had absorbances of 0.4; Fig. 3C). This result was
probably due to a higher variability of subtype D sequences
and led to a lowering of the cutoff value (absorbance for the
NC  0.150).
We analyzed the results for the European and African sam-
ples for subtype A, CRF01_AE, and CRF02_AG, separately.
According to the interpretation chart, in the absence of the
CRF02_AG-speciﬁc probe, 11 of the 13 European samples
were correctly identiﬁed. Subtype A-like samples (subtypes A
and CRF02_AG samples) reacted speciﬁcally with the subtype
A-speciﬁc probe, giving intense signals (Fig. 3A). The three
CRF01_AE samples were discriminated on the basis of their
strong reactivities with the CRF01_AE-speciﬁc probe (Fig.
3A). In the African sample collections, 11 of the 13 correctly
identiﬁed subtype A samples reacted with the subtype A-spe-
ciﬁc probe, giving an intense signal without cross-hybridization
(Fig. 4). For the 26 correctly identiﬁed CRF02_AG samples,
two major patterns of reactivity were observed (Table 2; Fig.
4): dominant reactivity with the subtype A-speciﬁc probe and
cross-hybridization to the CRF02_AG-speciﬁc probe (21
samples) and dominant reactivity with the CRF02_AG-spe-
ciﬁc probe and cross-hybridization to the subtype A-speciﬁc
probe (4 samples). For one sample, only reactivity to the
CRF02_AG-speciﬁc probe was observed.
Subtype G samples reacted dominantly with the SG1 probe,
but various degrees of cross-reactivity to SAE1 and/or SA2
probes were observed (Table 2; Fig. 3B and 4).
Comparison between reference subtyping and DEIA geno-
typing. The results of DEIA genotyping were compared to
those obtained by env HMA genotyping or env sequencing for
the 131 samples.
(i) Subtyping of the European collection. The Europe for-
mat included eight probes for the identiﬁcation of env subtype
A-like samples, CRF01_AE, and the B, C, D, F, and G geno-
types (Table 3). We did not distinguish CRF02_AG because it
was not distinguished by env HMA. Due to the predominance
of subtype B in Europe, speciﬁc identiﬁcation of subtypes B
and D with the set of BD-, B-, and D-speciﬁc probes was
required.
Of the three subtype H samples, one was not ampliﬁed and
two were nonreactive, providing information about the speci-
ﬁcities of the probes. Six of the 47 samples were identiﬁed as
NT (1 was not ampliﬁed and ﬁve gave weak signals below the
cutoff). Thirty-nine samples (83.0%) were correctly identiﬁed.
All CRF01_AE, subtype F, and subtype G samples were cor-
rectly identiﬁed; 13 of 15 (86.6%) subtype A-like samples re-
acted speciﬁcally with the subtype A-speciﬁc probe and one
was genotyped as subtype G by DEIA. Thirteen of the 15
subtype B and D samples (86.6%) were discriminated with the
common BD-speciﬁc probe. The subsequent use of probes
TABLE 3. Correlation between env HMA or V3-V5 sequencing and DEIA genotyping of the European collection
Genotype by env HMA
or sequencing
No. of samples with the following env genotype by DEIAa:
A-likeb CRF01_AE BD B D C F G
NT Total
(n  50)PCR positive PCR negative
A-likea 13 1 1 15
CRF01_AE 3 3
B 9c 7d 1d 1 10
D 4c 4d 1 5
C 4 1 1 6
F 4 4
G 4 4
H 2 1 3
a Boldface numbers indicate correct identiﬁcation.
b Genotype A-like samples corresponded to both subtype A and CRF02_AG.
c Discrimination of subtype B or D samples from the other subtypes with a common BD-speciﬁc probe.
d Identiﬁcation of the subtype BD probe-reactive samples with B- or D-speciﬁc probes.
TABLE 4. Correlation between env V3-V5 genotyping and DEIA genotyping for the African collections
Genotype by env sequencing
No. of samples with the following env genotype by DEIAa Total
(n  81)A CRF02_AG BD C F G Ib NTc
A 13 4 2 19
CRF02_AG 1 26 1 28
B or D 11 1 12
C 2 1 3
F 6 1 7
G 10 1 1 12
a Boldface indicates correct identiﬁcation.
b I, indeterminate, i.e., similar reactivity with subtype A- and subtype G-speciﬁc probes.
c The NT samples were ampliﬁed by nested PCR, but the absorbance value was below the cutoff.
1016 PLANTIER ET AL. J. CLIN. MICROBIOL.
speciﬁc for subtypes B and D correctly identiﬁed seven of nine
subtype B samples and four of four subtype D samples (Table
3).
(ii) Subtyping of African collections. For clarity, the results
obtained with the Cameroon and Senegal formats are pre-
sented in Table 4.
(a) Cameroon format. Thirty-two of 36 samples (88.9%)
were correctly identiﬁed by use of the Cameroon format. A
ﬁrst screening of the four predominant subtypes (subtype A,
CRF02_AG, and subtypes F and G) with the corresponding
probes discriminated 27 samples, with 1 being misidentiﬁed as
subtype G instead of subtype A. One subtype F, one subtype G,
and the seven subtype B or D samples were NT; they were
further analyzed in a format containing subtype BD- and C-
speciﬁc probes. Six of seven subtype B or D samples were
correctly identiﬁed; the other three samples remained NT.
(b) Senegal format. Due to the nonnegligible prevalence of
subtypes B and D in Senegal, the subtype BD-speciﬁc probe
instead of the subtype F-speciﬁc probe was included in the ﬁrst
step. Thirty-six of 45 samples (80%) were correctly identiﬁed.
Seven samples were misidentiﬁed with the CRF02_AG-speciﬁc
probe (four samples of genotype A), the subtype G-speciﬁc
probe (two samples of genotypes A and C, respectively),
and the subtype A-speciﬁc probe (one sample of genotype
CRF02_AG); and three samples (one CRF02_AG sample and
two subtype C samples) were NT. The NT samples were fur-
ther discriminated by an assay with subtype C- and subtype
F-speciﬁc probes; the two subtype C samples were correctly
identiﬁed, and the CRF02_AG sample remained NT. One
subtype G sample was indeterminate, displaying similar reac-
tivities with subtype A- and subtype G-speciﬁc probes.
Molecular basis of DEIA genotyping results. DNA sequenc-
ing followed by phylogenetic analysis of the env cds to the C2
region of gp120 was performed to assign a subtype to the
DEIA region and to account for discrepancies. This was pos-
sible for 16 of the 21 samples which were NT (n  6) or
misidentiﬁed (n  10) by the DEIA (Table 5; Fig. 5). The
subtype deduced from phylogenetic analysis of the env cds to
the C2 region correlated with the DEIA genotype for 6 of the
10 misidentiﬁed samples (Table 5). This revealed the occur-
rence of recombination involving the 5 end of the env gene
and the V3 and V5 regions of the two parental subtypes (Fig.
5 and 6). For one sample (sample SN 165HPD), misidentiﬁ-
cation was due to the absence of the subtype C-speciﬁc probe
in the format; this sample reacted dominantly to the subtype
C-speciﬁc probe when that probe was present and cross-hy-
bridized with the subtype G-speciﬁc probe (data not shown).
It was possible to sequence the DNA of the DEIA region for
6 of the 11 NT or indeterminate samples. Three samples (sam-
ples 98 210, CMMP 1367, and SN 1128) showed too many
differences between sample and complementary probes se-
quences (more than 20%), probably resulting in a lack of
hybridization (Table 5). One of these samples (sample SN
1128) presented a particularly complex env pattern (subtypes
A, G, J, and K) involving the V3-V5 region from CRF02_AG
associated with the 5 end of env from the recently described
CRF06_cpx (Fig. 5 and 6) (36). For one European sample
(sample 98 238) identiﬁed as subtype A-like by env HMA,
phylogenetic analysis of the 5 end of env revealed that the
DEIA region was related to CRF02_AG (Fig. 5). This sample
was initially NT by the European format, but subsequent anal-
ysis with the CRF02_AG-speciﬁc probe showed that the sam-
TABLE 5. Molecular biology-based analysis of NT samples, misidentiﬁed samples, and samples with indeterminate resultsa
Sample
collection Identiﬁcation
Subtype by:
%
Differenceb Note
env HMA or V3-V5
sequencing and
phylogenetic analysis
env DEIA
env cds-C2
sequencing and
phylogenetic analysis
Europe 98 289 Ac G G
98 238 Ac NT CRF02_AG 15 Reactive with CRF02_AG-speciﬁc probe, if
present
98 181 Bc BD or D B 10 Lower speciﬁcity of subtype D-speciﬁc probe
98 205 Bc BD or NT B 5 Lower sensitivity of subtype B-speciﬁc probe
98 210 Cc NT C 33
Cameroon CMMP 1432 A G G
CMMP 1367 D NT D 24
Senegal SN 191HPD A CRF02_AG CRF02_AG
SN 65HALD A CRF02_AG CRF02_AG
SN 19HPD A CRF02_AG CRF02_AG
SN 103HPD A CRF02_AG A Lower speciﬁcity of CRF02_AG-speciﬁc probe
SN 1048SC A G G
SN 46HALD CRF02_AG A CRF02_AG Four bases  two insertions different from the
CRF02_AG-speciﬁc probe
SN 1128 CRF02_AG NT CRF06_cpx 28
SN 165HPD C G C Reacted dominantly with subtype C-speciﬁc
probe, if present
SN 99HALD G I G Similar reactivities to subtype A- and subtype
G-speciﬁc probes
a The reference subtype, the DEIA genotype, and the env 5 end subtype of 16 analyzed samples are reported. Samples for which identical subtypes were found by
DEIA genotyping and DEIA region sequencing are indicated in boldface. Further explanations of discrepancies are reported in the last column.
b Difference between sample sequence and probe sequence speciﬁc for subtype identiﬁcation.
c Reference subtype determined by env HMA.
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ple had strong reactivity with this probe. For one Senegalese
sample (sample SN 99HALD), the subtype of the DEIA region
was identical to that of the V3-V5 region, but the reactivities
with the subtype A- and subtype G-speciﬁc probes were simi-
lar, leading to an indeterminate result by DEIA (Table 5).
DISCUSSION
The aim of this work was to evaluate the feasibility of a
simple and rapid env genotyping assay: based on the ampliﬁ-
cation of proviral DNA by nested PCR, followed by subtype-
speciﬁc hybridization and immunoenzymatic detection on mi-
croplates with DEIA technology. DEIA is used in clinical
microbiology laboratories for the diagnosis of viral and bacte-
rial infections (8, 13, 45). We applied this tool to the identiﬁ-
cation of subtypes A through G, CRF01_AE, and CRF02_AG
of HIV-1, which correspond to the eight currently predomi-
nant strains of the pandemic (44). HIV-1 subtyping is complex
due to the high degree of genetic variability and the similar
genomes of viruses belonging to different clades. However,
previous studies have shown that DEIA technology can be
useful for distinguishing genotypes within a species such as
HCV (25, 31, 61).
The subtyping of 131 specimens including all the major pure
subtypes and CRF01_AE circulating in France and the pre-
dominant pure subtypes and CRF02_AG circulating in Cam-
eroon and Senegal was performed with a set of nine subtype-
speciﬁc probes. The adaptation of the assay to formats with
probes speciﬁc for the predominant subtypes or CRFs in a
given country made it possible to screen 14 to 22 samples per
microplate. The overall data obtained by use of the three
formats were compared to those obtained by env HMA or
V3-V5 sequencing and indicated the correct identiﬁcation for
107 of 128 samples (83.6%; range, 80.0 to 88.9%). Sequence
analysis of the DEIA region in cases of discordant results
partly explained the discrepancies. It revealed the occurrence
FIG. 5. Phylogenetic tree based on 750 unambiguously aligned nucleotides from the env cds-C2 region. Fourteen of the 16 discordant samples
that could be sequenced are included in the tree. The two remaining samples, SN 65HALD and SN 99HALD, could not be included in the tree
because the sequenced fragments were shorter; they were found to be CRF02_AG and subtype G, respectively, on the basis of the sequences of
the 618- and 520-bp fragments. The reference strains used to represent the different genetic subtypes were A.UG.92UG037, A.UG.U455,
A.SE.SE8131, B.FR.HXB2, B.GA.OYI, B.US.RF, C.BR.92BR025, C.DJ.DJ259A, C.ET.ETH2220, D.CD.ELI, D.CD.NDK, D.UG.94UG1141,
F1.BR.93BR020.1, F1.FI.FIN9363, F1.FR.MP411, F2.CM.MP255, F2.CM.MP257, G.BE.DRCBL, G.FI.HH8793, G.NG.92NG083, G.SE.SE6165,
H.BE.VI991, H.BE.VI997, H.CF.90CF056, J.SE.SE9173, J.SE.SE9280, K.CD.EQTB11C, K.CM.MP535, CRF01_AE.CF.90CF402, CRF01
_AE.TH.93TH253, CRF01_AE.TH.CM240, CRF02_AG.FR.DJ263, CRF02_AG.FR.DJ264, CRF02_AG.NG.IBNG, CRF06_cpx AGJ.ML.95ML84,
and AGJ.AU.BFP90. The analysis was performed as described in Materials and Methods.
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of recombinations involving the 5 end of env and the V3 and
V5 regions (seven samples) or the presence of too many dif-
ferences between the sample and the probe sequences, result-
ing in a lack of hybridization (two samples). For two other
samples, the samples were misidentiﬁed or NT due to the
absence of speciﬁc probes in the format.
The data show that DEIA genotyping is a potentially useful
tool suitable for rapid and simple env genotyping. Previous
studies demonstrated that probe hybridization is an effective
technique for molecular biology-based epidemiological analy-
ses (47, 56). These studies were based on the distinction of only
two prevalent subtypes, whereas our results indicate that iden-
tiﬁcation of the six major subtypes and discrimination of the
two most prevalent CRFs are possible. The adaptation of the
assay to give three different formats, corresponding to the
subtype distributions in three countries, showed that DEIA
genotyping can be modulated as required. This is of value for
monitoring the dynamics of the epidemic and the spread of the
various subtypes. For instance, HIV is becoming more diverse
in Western countries such as France and Sweden, where the
prevalences of non-subtype B isolates recently reached 15 and
30%, respectively (6, 55). Different algorithms can be deﬁned
for the prescreening of a limited number of predominant sub-
types within a large panel of specimens according to the local
context or for the screening of a larger number of subtypes
within a selected collection. Samples NT or indeterminate by
DEIA can be further analyzed by sequencing and phylogenetic
analysis.
This methodology has several advantages. It can be used for
the direct analysis of the genome, which is more precise than
serotyping and which takes advantages of the simplicity of the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique. Mi-
croplate detection is less labor-intensive than HMA or se-
quencing and requires simple ELISA equipment, and the re-
sults are based on the simple identiﬁcation of reactive and
nonreactive samples. This would facilitate the screening of
numerous samples in large population-based epidemiology
studies, especially in developing countries, where sequencing
FIG. 6. Phylogenetic tree based on 670 unambiguously aligned nucleotides from the V3-V5 env region of the 11 discordant samples from the
Senegalese and Cameroonian collections (Table 5), for which the reference subtype was determined by env sequencing and phylogenetic analysis.
VOL. 40, 2002 DEIA GENOTYPING OF HIV-1 1019
and HMA are difﬁcult to perform and V3 serotyping is limited
to a few antigenically different V3 subtypes. In countries where
subtypes A, C, F, and G are prevalent, their serologic discrim-
ination is inefﬁcient due to cross-reactivity between subtype-
speciﬁc peptides (24, 46, 50). Our results suggest that DEIA
genotyping could be a valuable tool for distinguishing these
subtypes. The identiﬁcation of speciﬁc nucleotide signature
sequences made it possible to discriminate associated subtypes
such as subtype A, CRF01_AE, and CRF02_AG. The simple
and efﬁcient identiﬁcation of CRF02_AG is particularly im-
portant because this form accounts for between 60 and 84% of
the subtype A samples identiﬁed from West and West-Central
Africa (37). CRF02_AG seems to have already spread widely
and accounts for a large proportion of the subtype A-like vari-
ants found worldwide. The recent development of a gag HMA
makes discrimination of such variants possible (23); however, it
involves additional gag analysis of subtype A-like samples iden-
tiﬁed by env HMA. The discrimination of CRF02_AG by DEIA
with the env gene may be of value because it is faster and simpler.
As for any subtyping method, DEIA has limitations. DEIA
genotyping is based on 20- to 30-base probes and analyzes only
a single short region of the env gene. Nonetheless, our results
showed that the selected region may provide the same infor-
mation provided by the longer fragment used in the env HMA
technique. The misidentiﬁcation of 6 of 10 samples was ac-
counted for by recombination events that were detectable only
by analysis of the entire env gene. Another limitation is the
genetic variability of HIV-1, which increases with the duration
of the epidemic; thus, subtype-speciﬁc probes should be regu-
larly reevaluated and adapted. The DEIA region was found to
be less variable than other parts of the env gene, particularly
the V3 region, when the probes were designed. This reduced
variability might reduce this limitation.
The occurrence of recombination is a major obstacle to
HIV-1 subtyping; it is linked to the prevalence, dynamics, and
duration of the epidemic in the region concerned. The descrip-
tion in particular of numerous gag and env recombinants makes
subtyping less informative if it is based on only one gene. The
development of a rapid and simple method for the identiﬁca-
tion of gag and env recombinants in one step is necessary. We
are therefore developing a gag DEIA genotyping system. How-
ever, these data showed that discordant results could be due to
intragene recombinations. In countries where the epidemic is
relatively old and dynamic, with a high level of diversity and at
least 30% recombinant forms, such as in the Democratic Re-
public of Congo (62), DEIA genotyping may be unsuitable. In
such situations, the sequencing of entire genes remains the
only suitable technique for correct identiﬁcation.
In conclusion, this study demonstrated the feasibility and
relevance of an HIV-1 DEIA genotyping approach. The prim-
ers, probes, and formats developed in this work can be used as
they are. However, the high rate of evolution of HIV-1 and its
worldwide distribution require the deﬁnition of probes adapt-
ed to a regional context rather than the unrealistic permanent
use of deﬁnitively identiﬁed universal subtype-speciﬁc probes.
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A Cameroonian patient with antibodies reacting simultaneously to human immunodeﬁciency virus type 1
(HIV-1) group O- and group M-speciﬁc V3-loop peptides was identiﬁed. In order to conﬁrm that this patient
was coinfected with both viruses, PCRs with O- and M-speciﬁc discriminating primers corresponding to
different regions of the genome were carried out with both primary lymphocyte DNA and the corresponding
viral strains isolated from three consecutive patient samples. The PCR data suggested that this patient is
coinfected with a group M virus and a recombinant M/O virus. Indeed, only type M gag sequences could be
ampliﬁed, while for the env region, both type M and O sequences were ampliﬁed, from plasma or from DNA
extracted from primary lymphocytes. Sequence analysis of a complete recombinant genome isolated from the
second sample (97CA-MP645 virus isolate) revealed two intergroup breakpoints, one in the vpr gene and the
second in the long terminal repeat region around the TATA box. Comparison of the type M sequences shared
by the group M and the recombinant M/O viruses showed that these sequences were closely related, with only
3% genetic distance, suggesting that the M virus was one of the parental viruses. In this report we describe for
the ﬁrst time a recombination event in vivo between viruses belonging to two different groups, leading to a
replicative virus. Recombination between strains with such distant lineages (65% overall homology) may
contribute substantially to the emergence of new HIV-1 variants. We documented that this virus replicates well
and became predominant in vitro. At this time, group O viruses represent a minority of the strains responsible
for the HIV-1 pandemic. If such recombinant intergroup viruses gained better ﬁtness, inducing changes in
their biological properties compared to the parental group O virus, the prevalences of group O sequences could
increase rapidly. This will have important implications for diagnosis of HIV-1 infections by serological and
molecular tests, as well as for antiviral treatment.
Phylogenetic analysis of human immunodeﬁciency type 1
(HIV-1) isolates from different geographic locales has revealed
that HIV-1 can be divided into at least three distinctive groups,
M, N, and O (41). Group M, the major group, comprises the
majority of the HIV-1 strains responsible for the AIDS epi-
demic worldwide and can be further subdivided into at least 10
different genetic envelope subtypes (A to J) approximately
equidistantly related, with intrasubtype divergence of up to
20% and intersubtype divergence of between 25 and 35% for
the Env amino acid sequences (39). The genetic diversity re-
sults mainly from the error-prone nature of the viral reverse
transcriptase and from the in vivo selection of variants (33).
HIV-1 group O isolates represent a minority of the HIV-1
isolates and have only 50% homology with the HIV-1 group M
isolates in the env gene (16, 45). HIV-1 group O seems to be
endemic in West Central Africa, especially Cameroon, where
the frequency of infection is estimated to be 2 to 5% of HIV-
1-infected individuals (27, 31, 32). Group N viruses, recently
reported for two Cameroonian patients only, are equidistant to
group M and O strains (41).
Infections with HIV-1 isolates from group O present a pub-
lic health problem because antibodies against them might not
be detected (26, 36). Commercial viral load assays are still not
able to detect and quantify viral RNA in plasma from patients
infected with HIV-1 group O strains (25), and in vitro data
showed that HIV-1 group O viruses are naturally resistant to
nonnucleoside reverse transcriptase inhibitors, as is HIV-2 (7,
8).
Within group M, not all subtypes are pure or nonrecombi-
nant. At least one full-length isolate characterized as a nonre-
combinant has been sequenced for subtypes A, B, C, D, F, and
H (21). Recombination events among sequences of different
genetic subtypes of HIV-1 group M have been frequently iden-
tiﬁed. Indeed, up to 20% of the genomes that have been
completely sequenced revealed a mosaic structure comprising
fragments from two or more genetic subtypes (13). All repre-
sentatives of subtypes E and G sequenced to date represent
mosaic genomes, with parts of the genome clustering with
subtype A viruses and other parts forming clearly distinguish-
able clades designated E and G (4, 5, 13, 14). In certain pop-
ulations and regions where multiple HIV-1 subtypes cocircu-
late, many combinations of intersubtype recombinant viruses
have been documented (A/C, A/D, B/F, A/G/H, and A/G/I)
(12, 21, 34). Therefore, recombination may play a signiﬁcant
role in global HIV evolution, creating novel viral genotypes
within given human populations.
Recombination requires the simultaneous infection of a cell
with two different proviruses, allowing the encapsidation of
one RNA transcript from each provirus into a heterozygous
virion. After the subsequent infection of a new cell, the reverse
transcriptase, by jumping back and forth between the two RNA
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templates, will generate a newly synthesized retroviral DNA
sequence that is recombinant between the two parental ge-
nomes (17). Recombinant viruses may have some advantages
over the parental strain, including eventual modiﬁcations of
tropism and replication efﬁciency (ﬁtness).
The ﬁrst epidemiologic studies, conducted from 1988 to
1993, reported a low prevalence of HIV infection in Cameroon
(29). However, since then, the reported incidence of AIDS
cases increased, and this correlates well with the increased
incidence and prevalence found in sentinel populations. For
example, from 1985 to 1995, the seroprevalence rates of HIV
infection in pregnant women and in students increased from
0.3 to 4.0%, with the highest rates in cities (28).
Recent reports have outlined a paradoxically great diversity
of HIV-1 strains in Cameroon, including almost all of the
group M subtypes, intersubtype recombinant viruses, and to a
lesser extent the highly divergent HIV-1 group O viruses and
also the recently discovered group N viruses (16, 30, 41, 42, 45).
Here we provide a comprehensive genetic analysis of an
HIV-1 intergroup recombinant that arose in vivo. This inter-
group M/O HIV-1 recombinant was isolated from a patient
belonging to a cohort of HIV-1-infected patients initiated to
study the impact of HIV-1 group M or group O viruses on
disease development and pathogenicity. The characterization
of this recombinant virus, which is highly replicative in vitro,
illustrates the continuous emergence of new HIV-1 variants
that are likely to be transmissible.
MATERIALS AND METHODS
Detection of antibodies against group O HIV-1. The discrimination between
group O and M viruses was done by serology, with all of the sera being tested for
group O antibodies by an enzyme-linked immunosorbent assay with a combina-
tion of V3 peptides from HIV-1ANT70 and HIV-1MVP5180 (Research Product;
Innogenetics, Antwerp, Belgium). Sera reactive in the enzyme-linked immu-
nosorbent assay were retested in a line immunoassay, in which biotinylated V3
peptides from different group O and group M HIV-1 isolates (M-consensus,
M-Mal, O-ANT70, O-VI686, and O-MVP5180) were applied as a streptavidin
complex in parallel lines on nylon strips (Research Product; Innogenetics) (32).
Viral isolation and biological phenotype. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from the HIV-positive patients were cocultivated with phytohemag-
glutinin (PHA)-stimulated lymphocytes from a healthy (HIV-negative) human
donor in RPMI 1640 medium (Biowhittaker, Verviers, Belgium) supplemented
with 15% heat-inactivated fetal calf serum (Gibco, Paisley, Scotland), 0.03%
L-glutamine (Gibco), 2 g of Polybrene (Murex, Dartford, England) per ml,
antibiotics, and 20 U of recombinant interleukin-2 (Boehringer, Mannheim,
Germany) per ml. The release of viral particles in the culture supernatant was
examined by an HIV p24 antigen-capturing test (Innogenetics).
Syncytium formation by the HIV-1 isolates was determined with the MT-2
assay essentially as described by Koot et al. (20). HIV-1 strains obtained from the
initial culture were propagated by short-term passage (7 to 10 days), and then 1
million infected PBMCs were cocultivated with 2 million MT-2 cells at a con-
centration of 500,000 cells per ml. HIV-1 cultures were considered to exhibit
syncytia if one multinucleated giant cell per ﬁeld of the light microscope was
observed.
Biological cloning. Biological clones were generated by means of a direct
limiting-dilution technique from the cultured PBMCs at the third positive time
point in the p24 HIV-1 antigen-capturing test. Brieﬂy, in a 96-well microtiter
plate, 100-l volumes containing 100, 101, 102, 103, and 104 cocultured patient
PBMCs were cocultivated with 100 l containing 105 3-day PHA-stimulated
donor PBMCs in RPMI 1640 medium (Biowhittaker) containing 15% inactivated
fetal calf serum (Gibco), 20 U of recombinant interleukin-2 (Boehringer) per ml,
0.03% glutamine (Gibco), 2 g of Polybrene (Murex) per ml, and antibiotics.
The cultures were kept at 37°C in a 5% CO2 incubator for 4 weeks. Culture
supernatants from each well were tested for the expression of p24 antigen once
a week by an HIV-1 p24 antigen-capturing assay (Innogenetics). The cultures
were refed with fresh medium twice a week, and fresh PHA-stimulated donor
PBMCs (104) were added once a week. When fewer than 37% of the wells were
positive for p24 antigen expression after 4 weeks of culture, the cells in these
wells were assumed to be infected with a single virus according to the Poisson
distribution (22, 37). HIV-1 clones were then expanded, and the PBMCs and
supernatants were cryopreserved at 80°C until use.
Detection of group O or group M HIV-1. Table 1 summarizes the different
primer sets used for the different genomic regions. Nested PCR, speciﬁc for
group O, was used to amplify a fragment of approximately 420 bp in the gp41
envelope region as previously described (2). Brieﬂy, the outer primers (sense,
41-1; antisense, 41-4) allow ampliﬁcation of HIV-1 from groups O and M, and
the inner primers (sense, 41-6; antisense, 41-7) were speciﬁc for group O.
A group M fragment of the envelope was ampliﬁed with a nested PCR by using
as outer primers the A and N primers previously described (11) to amplify the
entire gp160 region and as inner primers ED3-ED14, previously described for
subsequent genetic subtyping by the heteroduplex mobility assay and to amplify
speciﬁcally group M viruses (6). The ampliﬁcation reaction was performed with
the Expand high-ﬁdelity PCR system according to the instructions of the man-
ufacturer (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.).
A nested PCR was necessary to amplify the accessory gene region. The outer
primers (sense, VIF-1; antisense, VPU-1) allow ampliﬁcation of HIV-1 from
groups O and M (1a). PCRs were carried out in a ﬁnal volume of 100 l
containing 10 mM Tris-HCl (pH 9.0), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM each
deoxynucleoside triphosphate, 2.5 U of Taq DNA polymerase (Promega), and
0.4 M each primer. The PCR rounds consisted of 35 cycles with a denaturing
step at 94°C for 30 s, an annealing step at 50°C for 30 s, and an elongation step
at 72°C for 2 min. The inner primers were speciﬁc for either group O (sense,
O-vif; antisense, O-vpu) or group M (sense, M-vif; antisense, M-vpu). The PCR
conditions were similar to those described for the ﬁrst round.
To amplify a group M fragment of 700 bp in the gag gene, corresponding to the
p24 region, a nested PCR was done with previously described primers G00 and
G01 as outer primers and G60 and G25 as inner primers (35).
To amplify a group O fragment in the gag-pol region, a nested PCR was done
with previously described primers GAGCAM-EX5 (7) and Hpol 4481 (10) as
outer primers and GAGCAM-IN5 and POLCAM52 (7) as inner primers. The
ampliﬁcation reaction was performed with the Expand high-ﬁdelity PCR system
according to the instructions of the manufacturer (Boehringer Mannheim).
Cloning and sequencing. Sequencing of the different ampliﬁed fragments was
done either directly or after cloning. For direct sequencing the ampliﬁed DNA
was puriﬁed by using a QiaQuick gel extraction kit (QIAGEN S.A., Courtaboeuf,
France). Cycle sequencing was performed with ﬂuorescent dye terminator tech-
nology (dye terminator cycle sequencing with AmpliTaq DNA polymerase FS
[Perkin-Elmer, Roissy, France]) according to the instructions of the manufac-
turer. Electrophoresis and data collection were done on an Applied Biosystems
373A automatic DNA sequencer.
Some PCR fragments were puriﬁed with the QIAquick PCR puriﬁcation kit
(QIAGEN S.A.), cloned with the TOPO-XL-PCR cloning kit (Invitrogen, Leek,
The Netherlands), and then sequenced.
Overlapping sequence fragments were assembled by using SeqEd (Applied
Biosystem, Inc.) to generate the full-length sequence of the complete viral
genome.
Phylogenetic analysis and recombination analysis. Nucleotide sequences were
aligned by using CLUSTAL W (43) with minor manual adjustments, considering
the protein sequences. Regions that could not be aligned unambiguously, due to
length or sequence variability, were omitted from the analysis. Phylogenetic trees
obtained with the neighbor-joining method and reliability of the branching or-
ders obtained with the bootstrap approach were implemented by using
CLUSTAL W. Genetic distances were calculated with Kimura’s two-parameter
method (19).
In order to analyze whether the viruses were recombinant in the sequenced
regions, several additional analysis were performed: the Recombinant Identiﬁ-
cation Program (RIP) (40), available on-line through the Los Alamos Database
(23a); diversity plotting (DIVERT), available on-line through the Agence Na-
tional de Recherche sur le SIDA (ANRS) website (1); and Blast subtyping,
available on-line through the National Center for Biotechnology Information
website (28b). Informative site analysis (13) was done to estimate the locations
and the signiﬁcance of crossovers. The putative hybrid sequence was compared
with a representative of each of the two HIV-1 groups inferred to have been
involved in the recombination event and an appropriate outgroup. Phylogeneti-
cally informative sites in this context are those at which four taxa are divided
equally into two groups, each of which has identity at that site. Each informative
site supports one of the three possible phylogenetic relationships among the four
taxa, and a cluster analysis maximizing the value of X2 is then used to select
breakpoints among the clusters. P values for the resultant divisions were calcu-
lated by the Fisher exact test. These breakpoints were used to divide the align-
ment into segments for phylogenetic tree construction as described above. The
positions of the breakpoints were conﬁrmed by phylogenetic tree analysis of the
corresponding regions.
Nucleotide sequence accession numbers. The sequences of the intergroup
M/O recombinant virus and the parental group M virus (vif to 5env) have been
submitted to GenBank under accession no. AJ239083 and AJ239084, respec-
tively.
RESULTS
Patient, serology, and virus isolations. Within the Cam-
eroonian population studied, a patient with antibodies reacting
simultaneously with group O and group M V3-loop peptides
was identiﬁed. This patient was a 29-year-old unmarried
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woman with multiple heterosexual partners, who had received
a blood transfusion. When the three samples were collected, in
January 1997 (MP 575), March 1997 (MP 645), and March
1998 (MP 973), the patient was asymptomatic and belonged to
stage A according to the Centers for Disease Control and
Prevention clinical status classiﬁcation. At a follow-up visit in
October 1998, the patient was classiﬁed in stage B. Her CD4
counts decreased slightly, from 508 to 365, during the study
period of about 2 years, and no weight loss was observed.
Virus was isolated from the three sequential blood samples
taken from this patient. The biological phenotype on MT-2
cells was non-syncytium inducing for the three consecutive
viruses isolated from this patient.
HIV-1 group O- and group M-speciﬁc PCRs. In order to
conﬁrm whether the dual M/O seropositivity in this patient was
due to a coinfection with HIV-1 group O and group M viruses,
PCRs with group O- and group M-speciﬁc discriminating prim-
ers were performed for different regions of the genome. These
PCRs were done with DNA extracted from primary lympho-
cytes and the corresponding viral strains of the three consec-
utive samples from this patient. Table 2 summarizes the results
obtained with the different primer sets for the different
genomic regions on primary and cultured PBMCs.
In primary PBMCs, the gag, pol, and accessory gene regions
could be ampliﬁed only with group M-speciﬁc primers,
whereas the envelope region was simultaneously ampliﬁed
with group O- and group M-speciﬁc primers. For the corre-
sponding viral isolates, group M-speciﬁc primers also ampliﬁed
only the gag-pol region, but only group O-speciﬁc primers
could amplify the envelope region, and the accessory gene
region remained negative with group O- and group M-speciﬁc
primers.
These data showed that in primary PBMCs group O- and
group M-type envelopes were simultaneously present, while in
gag, pol, and the accessory genes only type M sequences could
be detected. However, in the viral populations obtained after
coculture, only group M gag and pol fragments and group O
env sequences were detected. These data suggested that this
patient is coinfected with a group M virus and a recombinant
group M/group O virus. Since on cultured virus, neither group
O- nor group M-speciﬁc primers could amplify the accessory
gene region, we suspected that the recombination event oc-
curred in this region. Indeed, a combination of M-vif and
O-vpu inner primers could successfully amplify the accessory
gene region in all of the samples (primary PBMCs and viral
strains).
Sequence analysis of the complete genome of an intergroup
M/O recombinant HIV-1 isolate. The complete genome for
TABLE 1. Primers used to amplify group O and group M sequences in different parts of the HIV-1 genome
Ampliﬁed fragment Primer Sense Sequence Reference
Group M gag G00 Outer, sense GACTAGCGGAGGCTAGAG 35
G01 Outer, antisense AGGGGTCGTTGCCAAAGA 35
G60 Inner, sense CAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAG 35
G25 Inner, antisense ATTGCTTCAGCCAAAACTCTTGC 35
Group O gag-pol GAGCAM-EX5 Outer, sense GAGAATTCCAGGGACAAATGGTACATCA 7
Hpol 4481 Outer, antisense GCTGTCCCTGTAATAAACCCG 10
GAGCAM-IN5 Inner, sense GAGAATTCTAAATGCATGGGTAAAGGCAGT 7
POLCAM52 Inner, antisense AGGAATTCGATAGATTTGACTTGCCCAAT 7
Group M accessory genes VIF-1 Outer, sense GGGTTTATTACAGGGACAGCAGAG 1a
VPU-1 Outer, antisense GGTTGGGGTCTGTGGGTACACAGG 1a
M-vif Inner, sense GGGGTCTGCATACAGGAGAA
M-vpu Inner, antisense TACTATRGTCCACACAACTATKGCT
Group O accessory genes VIF 1 Outer, sense GGGTTTATTACAGGGACAGCAGAG 1a
VPU1 Outer, antisense GGTTGGGGTCTGTGGGTACACAGG 1a
O-vif Inner, sense CATATTGGGGATTGATGCCAG 1a
O-vpu Inner, antisense GCATYAGCGTTACTTACTGC 1a
Group O env (gp41) 41-1 Outer, sense GGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCG 2
41-4 Outer, antisense TCTGAAACGACAGAGGTGAGTATCCCTGCCTAA 2
41-6 Inner, sense TGGATCCCACAGTGTACTGAAGGGTATAGTGCA 2
41-7 Inner, antisense CATTTAGTTATGTCAAGCCAATTCCAAA 2
Group M env envA Outer, sense GGCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAA 11
envN Outer, antisense CTGCCATTCAGGGAAGTAGCCTTGTGT 11
ED3 Inner, sense TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG 6
ED14 Inner, antisense TCTTGCCTGGAGCTGTTTGATGCCCCAGAC 6
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one sample (the 97CA-MP645 virus isolate) has been se-
quenced. Four different but overlapping fragments spanning
the entire genome were ampliﬁed and subsequently se-
quenced: pol-gp41, gp41-long terminal repeat (LTR), LTR-
gag, and gag-vpu. Diversity plotting, RIP analysis, and Blast
subtyping clearly revealed a recombinant group M/O virus with
two intergroup breakpoints, one in the vpr region, which con-
ﬁrms the PCR results, and a second in the LTR region. The
phylogenetic analysis described below indicated that the group
M sequence is close to the HIV-1IBNG sequence, an A/G in-
tersubtype recombinant virus originating in Nigeria (4). Figure
1 shows the diversity plot analysis which indicates the two
intergroup breakpoints of the 97CA-MP645 complete genome
compared to HIV-1ANT-70 (group O) and HIV-1IBNG. Figure 2
shows the locations of the breakpoints in the vpr and LTR
genes. In order to map more precisely the two possible break-
points, we examined the distribution of phylogenetically infor-
mative sites along the vpr and LTR genes on an alignment
including the HIV-1IBNG strain as a representative of group M,
HIV-1ANT-70 as a representative of group O, and the simian
immunodeﬁciency virus (SIV) SIVcpz-gab strain as outgroup.
Each informative site supports one of three possible trees: (i)
a tree in which M/O 97CA-MP645 clusters with HIV-1IBNG,
(ii) a tree in which M/O 97CA-MP645 clusters with HIV-1ANT-70,
and (iii) a tree in which M/O 97CA-MP645 clusters with the
SIVcpz-gab outgroup strain. This analysis allowed us to locate
the breakpoint between bp 201 and 209 in the vpr gene and
between bp 489 and 496 in the LTR gene. The positions of the
breakpoints were conﬁrmed when other group M and group O
strains were used for the analysis (data not shown). In the LTR
gene the intergroup breakpoint is situated around the highly
conserved TATAA box.
The positions of the breakpoints were conﬁrmed by phylo-
genetic tree analysis: the gag-pol-vif fragment of the recombi-
nant 97CA-MP645 strain clusters with the HIV-1IBNG strain
(Fig. 3A), whereas the tat-vpu-env-nef fragment clusters with
the group O viruses (data not shown). Figure 3B shows the
phylogenetic analysis of the entire envelope region (gp160) of
the intergroup M/O recombinant virus compared to reference
strains of HIV-1 group M and group O. The gp160 sequence of
our recombinant M/O 97CA-MP645 strain clusters with the
ANT-70 virus. The A/G intersubtype breakpoints in the gag-pol
region are similar to those observed for the HIV-1IBNG strain
(data not shown). The intergroup M/O breakpoints in the vpr
and LTR genes were conﬁrmed for the primary PBMCs and
the viral strains from the three consecutive samples by speciﬁc
PCRs followed by sequence analysis of 800 and 1,700 bp,
respectively.
Partial sequence analysis of the parental HIV-1 group M
strain. For the accessory gene region, a group M fragment
could be ampliﬁed with the speciﬁc primers only for primary
PBMCs. This group M fragment was ampliﬁed by a nested
PCR with outer primers VIF-1 and VPU-1, which can amplify
group O and M sequences in this region, followed by a second
round with group M-speciﬁc primers M-vif and M-vpu. Se-
quence and phylogenetic analyses showed that this fragment
FIG. 1. Diversity plot analysis of the intergroup M/O recombinant HIV-1
strain (97CA-MP645) versus HIV-1IBNG (an A/G intersubtype HIV-1 group M
recombinant strain) and HIV-1ANT-70. By using the DIVERT program, which
examines the extent of sequence divergence between a sequence and reference
sequences, pairwise comparisons were done in an incremented window. A win-
dow size of 500 nucleotides with an increment of 50 was used. The vertical axis
shows the genetic differences, expressed as percentages, between the 97CA-
MP645 M/O recombinant strain and the two reference strains. The horizontal
axis shows the genetic positions on the HIV-1 genome. This program is available
online at the ANRS website (1).
TABLE 2. Results of the different group O- and group M-speciﬁc and discriminatory PCRs for different regions of the genome with primary
and cultured PBMCs of the patient
Ampliﬁed region and group
Reaction with samplea:
MP 575 MP 645 MP 973
Primary PBMCs Cultured virus Primary PBMCs Cultured virus Primary PBMCs Cultured virus
gag, M      
gag-pol, O      
AGb
M      
O      
M/Oc      
env
M      
O      
a Three sequential samples from the patient were tested: MP 575 (January 1997), MP 645 (March 1997), and MP 973 (March 1998).
b AG, accessory genes.
c A group M-speciﬁc primer was used for the 5 end, and a group O-speciﬁc primer was used for the 3 end.
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clusters in this region of the genome with the HIV-1IBNG strain
(Fig. 4A), as was previously seen for the group M gag-pol
sequences from the M/O recombinant virus. Comparison of
the common group M fragment (vif-vpr) between the group M
and M/O viruses showed that these sequences were closely
related, with a genetic distance of 3%, calculated by the
Kimura two-parameter method (19) by using the same se-
quences as in the phylogenetic tree. A group M envelope
fragment was also ampliﬁed in primary PBMCs; however, the
signal was weaker than that obtained for the corresponding
group O envelope sequences. A fragment of the group M
envelope was ampliﬁed on primary PBMCs by a nested PCR
with the group M-speciﬁc primers envA-envN as outer primers
and ED3 and ED14 as inner primers. About 700 bp at the 5
end was sequenced, and phylogenetic analysis of this group M
fragment spanning the vpu gene and part of the 5 end of the
envelope gene showed that in this region the group M se-
quence also clusters with the HIV-1IBNG strains (Fig. 4B).
Identiﬁcation of the predominant viral population. In order
to study which viral population was predominant, biological
FIG. 2. Mapping of the breakpoints of the intergroup recombinant M/O 97CA-MP645 isolate in the vpr (A) and LTR (B) genes by RIP and informative site analysis.
For the RIP analysis, a window size of 100 nucleotides was used; capital letters indicate a threshold similarity of 0.9, lowercase letters indicate a 0.5 threshold similarity,
and carets indicate matches with 90% certainty. The M/O 97CA-MP645 sequence was compared to HIV-1IBNG (A) (group M) and HIV-1ANT-70 (O) (group O)
sequences. The putative recombination area calculated by informative site analysis is shown by asterisks above and below the RIP output alignment. The positions of
the nucleotides in the genes are indicated by numbers at the right above the alignment.
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cloning was performed. Only limited amounts of primary
PBMCs were available for the three sequential samples ob-
tained from this patient; half of them were used for bulk virus
isolation, and DNA was puriﬁed from the remaining primary
patient material. Therefore, biological clones were prepared
starting from the infected PBMCs at the third p24-positive
time point from the viral culture, in order to see which viral
populations were present in the viral supernatants from the
three consecutive samples. More than 90 biological clones
were obtained for the three sequential isolates by end point
dilution cultures. The presence of the parental and recombi-
nant viruses was checked in PCRs with the discriminating
primers in the accessory gene region. Only the M/O recombi-
nant virus was recovered in vitro. However, in the three con-
secutive plasma samples, group O and group M envelope se-
quences were ampliﬁed by PCR, although the signal was
consistently weaker for the group M fragment.
DISCUSSION
In this report we describe for the ﬁrst time a recombination
event between viruses belonging to different groups that leads
to a viable virus. We documented that this virus, which repli-
cates well in vitro, also became predominant in vitro. The
parental group M virus was detected in primary PBMCs and
plasma, with a PCR signal weaker than that for the corre-
sponding fragments of the recombinant M/O virus. On the
other hand, the parental group O virus was undetectable in the
patient, suggesting that the group O strain replicated even
more poorly than the group M strain, which in turn replicated
more poorly than the M/O recombinant. The present results
demonstrate unequivocally that recombination between vi-
ruses with limited homology (65% overall homology) can occur
in vivo. Most of the intersubtype mosaic genomes character-
ized to date originated from geographic regions where multiple
subtypes cocirculate, and most of them have a complex ge-
nome structure with multiple crossover points (21, 34). The
intergroup recombinant virus presented here has only two
breakpoints, which induced three major changes, a chimeric
vpr gene and a chimeric LTR gene leading to a heterologous
TAR-M/Tat-O pair.
Recombinant viruses are already contributing substantially
to the global pandemic, and the likelihood of generating re-
combinant viruses will continue to increase as the different
HIV-1 subtypes spread to all continents (9). Virtually any
isolate, including recombinant viruses, may compete more ef-
ﬁciently in a given region than the original genotype settled if
it acquired some selective advantage. However, it remains
striking to see how efﬁciently recombinant viruses have spread
among different population groups in different geographic re-
gions, suggesting that they could have a better viral ﬁtness than
the parental nonrecombinant strains. In Thailand, where sub-
types E (an A/E recombinant) and B were initially introduced,
subtype E became predominant (18). In West Africa subtype A
is predominant, with prevalences ranging from 70 to 85% of
the strains circulating (9); viruses similar to IBNG (an A/G
recombinant) are highly represented among envelope subtype
A viruses (28a). In China, subtype B and C viruses have been
introduced, and a recombinant B/C virus is spreading now in
different parts of the country (38). Several reports documented
the introduction of subtypes A and B among intravenous-drug
FIG. 3. Phylogenetic tree analysis of the gag-vif region (A) and the envelope gene (B) of the 97CA-MP645 intergroup M/O recombinant isolate. The nucleotide
sequence of 97CA-MP645 was compared with analogous sequences from representative isolates from the Human Retroviruses and AIDS Database. The trees shown
represent neighbor-joining consensus trees. (A) gag-vif region, including 4,772 aligned nucleotides after gap stripping. The tree was rooted, with the corresponding
region of the chimpanzee SIVcpzANT isolate being used as an outgroup. (B) gp160, including 2,148 aligned nucleotides after gap stripping. The SIVcpzANT gp160
sequence was omitted due to the lack of C-terminal sequence information.
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users in the former Soviet Union, and a recombinant A/B virus
is actually rapidly spreading (3, 23).
Retrovirus recombination can generate viruses with altered
biological properties. Experiments in vitro with feline and mu-
rine retroviruses have demonstrated that if appropriate selec-
tion pressures are applied, mixed infections can generate re-
combinant viruses with altered tissue tropism, pathogenicity, or
host range or with changes in antigenic epitopes (15, 44). It is
also likely that recombination can alter biological properties
and pathogenesis among human retroviruses. It is important to
monitor the impact of viral recombination on viral properties,
since recombination may introduce genetic and biological con-
sequences that are far greater than those resulting from the
steady accumulation of single mutations.
The highest diversity between group M and group O viruses
is observed in the vpu, env, and nef genes, with 40 to 60%
divergence at the nucleotide level, whereas for the other genes,
including vpr and LTR, the divergence ranged from 25 to 30%
(1a, 16, 45). Therefore, the level of divergence or similarity
does not completely explain why the recombination occurred
in these parts of the genome.
Importantly, recombination between group M and O occurred
in vivo. Group O viruses represent a minority of the strains re-
sponsible for the HIV-1 pandemic, and the highest prevalences
have been documented in Cameroon (32). Recombination be-
tween strains with such distant lineages may contribute substan-
tially to the emergence of new HIV-1 variants. If these recombi-
nant intergroup viruses have a better ﬁtness than the parental
group O viruses, the prevalence of group O sequences could
increase rapidly. This will have important implications for diag-
nosis of HIV-1 infections by serological and molecular tests and
for treatment, since differences among susceptibilities to certain
antiretroviral drugs have been observed in vitro (7, 24, 26). This
fact also has important implications for HIV vaccine strategies
with live attenuated viruses, which could potentially form recom-
binants with wild-type strains even if the two viruses are only
distantly related. Our ﬁnding also opens the hypothesis that dis-
tant SIVs and HIV can potentially recombine, particularly in
individuals who are HIV positive and exposed to SIV by cross-
species transmission or vice versa. Distant SIV sequences can thus
spread more efﬁciently into the human population.
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6. Conclusions
6.1 Intérêts des études d’épidémiologies moléculaires du HIV-1
La diversité génétique du HIV-1 en Afrique de l’Ouest et centrale apparaît très
hétérogène. En revanche, la forme recombinante CRF02_AG prédomine; la proportion du
CRF02_AG tend à décroître de l’ouest vers le centre ouest de l’Afrique. Deux autres CRF
jouent un rôle dans l’épidémie HIV-1 de cette région africaine, le CRF06 et CRF11 faisant
intervenir 4 sous-types. Les virus recombinants HIV-1 sont de plus en plus fréquents et de
plus en plus complexes, faisant intervenir de nombreux sous-types mais également les CRF et
les différents groupes. Ce travail a mis notamment en évidence des doubles infections M/O
ainsi que des recombinants intergroupes M/O.
La recombinaison entre différentes formes n’est possible que si la cellule est infectée
par deux virus, suggérant des doubles infections ou des surinfections [105, 133]. Il a été mis
en évidence qu’une surinfection par un autre sous-type est possible alors que la réponse
immunitaire contre la première souche est effective; ainsi, la réponse immunitaire ne protège
pas des surinfections [8, 21]. Pour concevoir un vaccin efficace, il est nécessaire de
déterminer à quel moment de l’infection par HIV peut se dérouler la surinfection et quelle
réponse humorale ou cellulaire est effective contre les souches divergentes.
La détermination du génotype par séquençage ne permet que de caractériser un
nombre relativement limité de souches, du fait que la technique est lourde et onéreuse. Ainsi
ont été développées des techniques alternatives, tels l’HMA et le DEIA [68]. Ces techniques
se basent initialement sur les données obtenues par séquençage pour la détermination des
références, des sondes… Elles peuvent être utilisées dans de larges études épidémiologiques,
comme en Thaïlande et au Nigeria où elles permettent de suivre l’évolution de l’épidémie [5,
309]. En revanche, elles ne permettent pas de caractériser de nouveaux sous-types ou formes
recombinantes.
Il est nécessaire de continuer la surveillance des souches circulantes afin de détecter
les différentes formes recombinantes pouvant avoir un impact sur le diagnostic, la sensibilité
antirétrovirale et l’élaboration d’un vaccin. La caractérisation des souches circulantes permet
de suivre l’évolution des différentes formes, utile pour baser un vaccin. Par exemple, en Côte
d’Ivoire, une séquence consensus représentative de la diversité génétique au sein de ce pays a
été élaborée afin d’augmenter les chances du succès vaccinal [76].
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La caractérisation du phénotype biologique permet de déterminer le tropisme
cellulaire, reflétant la pathogénicité des isolats viraux, et plus exactement la déplétion des
CD4 [232]. Nous montrons que les deux formes prédominantes en Afrique, CRF02_AG et le
sous-type C, ont des caractéristiques biologiques différentes. Le CRF02_AG arbore les deux
phénotypes SI et NSI, avec une corrélation du phénotype SI au déclin des CD4. Le sous-type
C, présentant quasi exclusivement le phénotype NSI, doit être étudié pour déterminer si la
réponse pathogène est différente, par opposition aux souches SI associées à une progression
plus rapide de la maladie. Des travaux récents montrent que ce sous-type peut également
présenter le phénotype SI lors de thérapies antirétrovirales, du fait d'un stade plus tardif de la
maladie [47, 131].
6.2 E-debate: intérêts des recherches dans l’épidémiologie et le contrôle du HIV
Vergne L., M. Müller-Trutwin, R.B. Lal, M. Tibayrenc. Basic research: what is it
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1. First question: Do you think that the presently used
therapeutical protocols (tritherapy) are an outcome of
basic research, or rather, of empirical assays?
1.1. Response from Laurence Vergne
Basic research on HIV allowed to identify the replication
mechanisms of the virus, and to develop therapeutic agents
that can inhibit replication. The major aim of antiretroviral
treatment is to reduce viral load to an undetectable level and
restore immunity.
The reverse transcriptase (RT) enzyme was the first tar-
get of antiretroviral agents. Zidovudine (AZT) was the first
molecule that was developed and administered to patients
in 1987. Clinical research showed rapidly the limitations
of therapy with a single drug, AZT resistant viruses were
rapidly selected. Through basic research, new molecules
were designed targeting different sites on the RT enzyme
(non-nucleoside RT inhibitors), or on other enzymes, like
the protease enzyme (protease inhibitors available in 1996).
Based on treatment experience with other infectious
diseases, like tuberculosis, an association of molecules,
preferably using different targets, were used to reduce more
efficiently viral replication, as well as to delay the appear-
ance of resistant strains.
Basic research continues to design and to evaluate new
molecules with different action sites, for example, integrase
inhibitors and fusion inhibitors. Also new molecules of
already existing classes (protease and RT inhibitors) con-
∗ Corresponding author. Tel.: +33-4-67-41-61-97;
fax: +33-4-67-41-62-99.
E-mail address: michel.tibayrenc@mpl.ird.fr (M. Tibayrenc).
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tinue to be developed especially to solve the problems of
cross-resistance.
Presently, treatment regimens are potent and can delay
clinical progression to acquired immunodeficiency syn-
drome (AIDS) for many years, but they do not eradicate the
virus; the next phase of clinical research will be to combine
antiretroviral drugs with immune-based therapies. Even if
screening of molecule has sometimes been empirical, basic
research is fundamental to understand viral mechanisms
and to design molecules and test their efficiency in vitro.
The present highly active anti-retroviral treatment
(HAART) regimens are the result of basic research and
clinical experience.
1.2. Response from Michaella Müller-Trutwin
The use of nucleoside analogs were a logical first place
based on previous basic research studies on reverse transcrip-
tase from retroviruses, although the first nucleosides tested
were those already available from anti-cancer strategies.
Before being proposed for clinical trials, potential in-
hibitors are first tested for their anti-HIV inhibitory capacity
in vitro. Such culture-based screening methods could only
be employed because basic research had allowed to find,
very rapidly, methods to culture HIV in vitro. These assays
allow to evaluate if an inhibitory activity against HIV is
present and if it is obtained at concentrations non-toxic
in vivo. However, the efficiency in vivo cannot be totally
extrapolated from in vitro studies and need to be tested
in vivo.
A rapid testing of the efficiency of drug candidates in
humans needed surrogate markers. Research studies on
natural history of HIV infection has allowed to establish
such markers that are predictive for disease progression (in
particular viral load, but also immune reconstitution mark-
1567-1348/02/$ – see front matter © 2002 Published by Elsevier Science B.V.
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ers) that allow to evaluate more quickly and with greater
sensitivity the efficiency of a drug regiment.
The rationale for using other approaches such as cytokines
(IL-2, . . . ) was also based on previous basic research stud-
ies. In vitro experiments showed that secretion of IL-2 was
defective in patients with HIV infection and that IL-2 was
able to augment T-cell activity of lymphocytes taken from
HIV patients. Despite these in vitro findings, early clinical
trials in humans were, however, not encouraging. The ben-
eficial effect could only better demonstrated once tritherapy
and surrogate markers for immune reconstitution have been
developed.
Due to basic research, multiple in vitro screening tests
exist today for testing components directed against other tar-
gets than RT (viral proteins such as protease, integrase, Tat,
Nef, cellular co-receptors, . . . ). Many other immunomod-
ulatory candidates have been proposed based on basic
research. However, only very few seemed promising so far.
This might be related to the fact that our understanding
of the immune responses is limited and extrapolation to
therapeutic intervention is necessarily primitive. Another
obstacle is due to our limited knowledge about the timing
of intervention. The controversy about early versus de-
layed therapy is still ongoing. Finally, no small animals are
available for a more rationale, less empirical approach.
In conclusion, although only a few molecules that were
proposed as candidates based on basic research findings
could be shown so far of interest in vivo, nearly all drug
regiments had a theoretical basis. In addition, rapid screen-
ing tests in vitro and identification of sensitive surrogate
markers for rapid evaluation of drug efficiency in vivo were
developed with the help of basic research.
1.3. Response from Renu Lal
The current antiretroviral drug therapies are clearly a
direct outcome of basic research that allowed a better un-
derstanding of viral integration, assembly, and particle for-
mation for HIV. This basic information, specifically related
to the polymerase gene, quickly translated into development
of three classes of antiretroviral drugs which include: nu-
cleoside analogue reverse transcriptase inhibitors (NRTI),
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI),
and protease inhibitors (PI). All these classes of drugs tar-
get a specific functional domain of reverse transcriptase and
protease enzymes; however, emergence of drug resistance
continues to be a big stumbling block for clinical manage-
ment of HIV infection. HIV drug resistance is a product of
the high replication and mutation rates of HIV. The half-life
of plasma virion can be as little as 6 h, and more than
10 billion copies can be generated in a single day in un-
treated individuals. Because the HIV reverse transcriptase
lacks proof-reading capacity, an average of one mutation
occurs during each replication cycle, resulting in substitu-
tion of amino acids that encode the reverse transcriptase or
protease.
Thus, even though the triple drug therapy regimens are
highly effective, resistance of current drug regimens has
been a growing problem. For this reason, the search for new
drugs, especially those that target previously unexploited
areas of HIV-1 viral action, is an area of intense investi-
gation. The discovery of the HIV-1 co-receptors, together
with a greater understanding of the env-receptor-mediated
conformational changes resulting in the membrane-fusion
process, has identified several promising drug targets. En-
try inhibitors, currently in development, include chemokine
co-receptor inhibitors and fusion inhibitors. Chemokine
co-receptor inhibitors include specific ligands or small pep-
tide inhibitors such as TAK779 for CCR5-tropic viruses
and AMD-3100 and T-22 for CXCR4-tropic viruses. These
small-molecule inhibitors block virus infection by altering
receptor conformation, either inhibiting env-co-receptor
binding or reducing the affinity of the interaction. Another
class of entry inhibitors targeting the fusion event include
T-20. All of these new classes of inhibitors that are currently
being considered as salvage therapy are a direct result of our
understanding of viral envelope structure, identification of
co-receptor for HIV entry, and host–viral interactions at the
cell membrane level. Thus, basic and applied research can-
not be separated. Continued basic research will yield better
understanding of viral replication strategies and permit
development of better tools to help curtail HIV replication.
2. Second question: What are the more promising
basic research approaches presently used for search
of AIDS vaccines?
2.1. Response from Michaella Müller-Trutwin
To develop a vaccine against a retrovirus is a big chal-
lenge as retroviruses have developed many mechanisms to
establish a chronic infection. However, studies in humans
that are exposed to HIV, but not infected, have demon-
strated the possibility of resistance to HIV infection and are
encouraging for vaccine studies. Studies in these exposed
uninfected individuals, as well as studies on early immune
responses in the non-human primate model have revealed
several host factors potentially associated with protection.
In particular, the studies suggested that CD8 cells con-
tribute largely in the control of viral replication. The role of
soluble factors secreted by CD8 cells should not be under-
estimated, but their relevance on viral control in vivo needs
to be further elucidated. Many studies focus on the induc-
tion of cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses. In order
to elicit good responses, many questions need, however, to
be resolved, not only the question of the choice of the epi-
topes to be used, but also on the type of vector that would
be the most appropriate in terms of safety, efficiency of
antigen presentation, localization in relevant compartments
of the body, and type of T-cell responses induced. These
types of studies benefit a lot from the increasing interest on
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the role of dendritic cells in vaccinology and physiopathol-
ogy. These cells are the best stimulators for T-cells and
are important for orientation of the type T-cell responses.
Research on dendritic cells are essential to identify the best
way for inducing potent CTL. Important findings have been
made, such as on antigen presentation by cross-priming.
The role of CTL is, however, still not completely clear.
Studies in non-human primate models will be of help to
better understand protective and deleterious role of CTL.
As early studies could not reveal data in support of pro-
tection by neutralizing antibodies, the induction of such
responses has lost interest. Other recent studies, however,
do not exclude a potential role of Nab in contributing in
protection against AIDS. In addition, the methods used to
measure neutralizing antibodies should be improved. More-
over, it would be interesting to further develop research that
could induce inhibitors of cell-associated virus in addition
to studies of neutralization of cell-free viral spread.
Finally, it will be very important to better elucidate the
very early events, i.e. the innate immune responses that
could either potentially control replication and/or contribute
in inducing the protective (or non-protective) adaptive im-
mune response. The research field on natural killers cells has
expanded and new receptors have been identified, but still
many questions on their way of function are open that need
to be studied. Also, our knowledge on immune responses
at the initiation and especially the effector sites (secondary
lymphoid organs and mucosas, respectively) are very lim-
ited. Non-human primate models can be useful for studying
both the very early immunological events after infection in
vivo, as well as the activity of effector cells in tissues, both
difficult to study in humans.
2.2. Response from Laurence Vergne
Since the discovery of HIV as the etiological agent of
AIDS in 1983, hope was raised that a preventive vaccine
would soon be developed, but the development of an effec-
tive HIV vaccine is still facing a number of difficult scien-
tific challenges. Vaccine research is a long process that starts
with basic research including the identification and design
of immunogens, determination of the molecular and cellu-
lar basis for immune responses, the identification of relevant
forms of viral proteins for antigen presentation, and the eval-
uation of safety, immunogenicity, and protection in animal
models. The next step is to translate promising vaccine con-
cepts into candidate vaccines that are appropriate for clinical
evaluation in human volunteers.
Ongoing HIV vaccine development strategies are tar-
geted at the two major types of immune responses, hu-
moral and cell-mediated immunity, and include strategies
to induce both of them. Antibodies protect against initial
infection, while B-cells and killer T-cells confer long-term
immunity. Several studies showed potent cytotoxic T lym-
phocyte responses and natural resistance to the infection
in the HIV-exposed seronegative individuals. Therefore,
an immunogen that elicits a CTL response enables the
recognition and elimination of infected cells, and a CTL
response is highly desirable in an AIDS vaccine. Despite
the importance of CTLs in controlling viral replication
(in particularly CD8+ CTL), uncertainties remain as to
whether cell-mediated immunity will be sufficient for a
highly effective vaccine. Because CTL responses alone are
unlikely to provide complete protection, it will be important
for an HIV vaccine to elicit neutralizing antibodies to the
virus, and more precisely to develop immunogens that elicit
broadly cross-reacting antibodies.
The extensive genetic diversity among different strains
and clades of HIV has created considerable difficulty. Most
candidate HIV-1 vaccines currently in development or in
clinical trials are based on subtype B antigens. Recent
efforts have been directed toward the development of can-
didate vaccines against different HIV-1 genetic subtypes,
but contradictory results were reported on cross-protection
between subtypes. Similarly, while one study reported a
subtype-specific CTL response, several others have shown
cross-clade CTL reactivities in individuals infected with
non-B subtypes, as well as in recipients of a subtype B
vaccine. These data suggest that some CTL epitopes may
be conserved among different subtypes, and emphasize
the importance of including some of the more conserved
proteins in vaccine constructs.
The significance of the global diversity of HIV-1 genetic
forms for vaccine development still remains to be defined.
Vaccines based on immunogens matching the viruses circu-
lating in the targeted population are recommended. However
the rapidity and unpredictability with which HIV-1 genetic
forms may propagate could lead to the necessity to develop
a vaccine protecting against all major HIV-1 forms (e.g.
cocktail with multiple subtypes).
Presently, vaccines using a live-attenuated virus, based
on deletion of a regulatory non-structural proteins of HIV,
such as Tat (a transactivator of HIV gene expression) and
Nef (a multifunctional myristylated protein) give the most
promising results in animal models; but the danger is that
attenuated strains can revert to a more virulent strain and,
therefore, compromise their use in humans.
In addition, progress in HIV vaccine research is also
subject to the limitations of animal models. Initially chim-
panzees were used, but they do not develop the disease.
Rhesus macaque models were developed, but since these
animals are resistant to infection with HIV-1, hybrid
viruses containing elements of both the SIV and HIV-1
genomes, designated SHIVs (simian/human immunodefi-
ciency viruses) were engineered to increase the relevance
of this model to human vaccine trials.
New molecular tools in virology and immunology, new
adjuvants, new gene expression systems (live vectors such
as vaccine, canarypox; or “naked” DNA that codes for dif-
ferent HIV genes), new antigen delivery systems, recent
discoveries in HIV entry and pathogenesis, promising stud-
ies of candidate vaccines in animal models have provided
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reasons to hope that developing a safe and effective vaccine
is possible. But the identification of all immune correlates
remains one of the more compelling challenges for the
development of an AIDS vaccine.
Ideally, a vaccine against HIV-1 will either prevent
infection or result in a transient infection that is rapidly
cleared before the establishment of latently infected cells
or widespread dissemination. Vaccine-induced immune re-
sponses may not be sufficient to prevent persistent infection.
However, if low virus loads could be maintained to pro-
tect the individual from disease and to limit transmission
to others, this would also be an acceptable outcome for
vaccine-induced immunity.
While candidate vaccines are evaluated in human clini-
cal trials, many questions remain regarding what antigens,
and what immunological mechanisms, are necessary and
sufficient for protection.
2.3. Response from Renu Lal
A successful vaccine must contain multiple determinants
so that an appropriate quality and quantity of immune re-
sponse in a genetically diverse population are generated.
Such a vaccine should also incorporate “signal” to acti-
vate the antigen-presenting cells to effectively present these
immunogens to T-cells. The vaccine should also drive the
appropriate immune response that results in long-lasting
memory response. Development of an effective HIV vac-
cine is a major challenge due to antigenic variation and
immune escape mechanisms. Strategies that include the use
of recombinant DNA technology, new human-usable adju-
vants, new expression systems, and novel antigen delivery
methods are being applied to the development of HIV vac-
cines. Emerging data suggest that a broadly reactive T-cell
response, as well as neutralizing antibody response, is likely
to be a critical component of the immune response against
HIV-1. Towards this goal, attempts are being made to make
recombinant HIV-1 envelope glycoproteins that mimic the
native conformation of the virion that mediates viral fu-
sion and induces neutralizing antibodies. While complex
biology of HIV-1 makes a vaccine design a daunting task,
basic research is helping move towards development of a
therapeutic and/or preventive vaccine for HIV.
The prime-boost strategy in which DNA immunization is
followed by a protein boost has been shown to be promis-
ing. Most HIV-1 vaccine constructs (DNA and recombinant
protein vaccine) are subtype-specific and designed to prime
only one arm of the immune system, i.e. CTL responses or
humoral B-cell responses. Furthermore, while most of the
DNA constructs have shown promising results in lowering
of viremia in animal model systems, none has been able to
confer sterilizing immunity. Development of new and safe
vector systems is also an area of intense research. Initial
studies with prototype DNA vaccines encoding epitopes in-
dicate the need to include intracellular targeting sequences,
to direct the encoded gene products to different cellular com-
partments, and define amino acid spacer sequences between
epitopes to optimize the processing and subsequent presen-
tation of individual epitopes. Vaccines composed of strings
of immunodominant epitopes representing CTL, T-helper,
and B-epitopes are under development for clinical testing.
Further expansion of our basic knowledge of antigen pre-
sentation, cytokines, chemokines, and co-stimulatory mole-
cules and their ligands will lead to additional new vaccine
approaches. It is also critical to have appropriate formula-
tion in which the antigen is delivered. Liposomes with en-
capsulated antigens can be targeted to APC via cell surface
receptors. It may be possible to incorporate co-stimulatory
molecules, and carbohydrate moieties (which target den-
dritic cells) into the shell of a liposome. Enhanced deliv-
ery and immunogenicity by inclusion of target sequences,
such as lysosomal and proteosome targeting sequences that
would enhance T-helper and CTL recognition, respectively,
are also being considered.
These new vaccine approaches promise to improve the
immunogenicity of vaccine antigens and their delivery into
appropriate immunological compartments. The question
now remains how effectively we can begin to construct
a “virtual HIV-1”—a synthetic particulate candidate that
possesses all the critical elements of a successful vaccine.
3. Third question: Please give arguments based on basic
research that make it possible to definitely refute Dr.
Duesberg’s hypothesis (that AIDS is not caused by HIV).
3.1. Response from Laurence Vergne
Several points are defined to prove the link between puta-
tive pathogenic agents and disease: epidemiological associ-
ation, isolation and transmission pathogenesis. From these,
there are many examples proving that HIV causes AIDS.
An HIV-infected person is diagnosed with AIDS when
the immune system is seriously compromised and clinical
manifestations of HIV infection are severe.
Historically, the occurrence of AIDS in human popula-
tions around the world has closely followed the appear-
ance of HIV. Before the appearance and the spread of
HIV, AIDS-related diseases such as Pneumocystis carinii
pneumonia, Kaposi’s sarcoma, and Mycobacterium avium
complex which were initially rare in developed countries
are common in HIV-infected individuals today, as well as
in developing countries (with tuberculosis in addition), but
they are a consequence of the immune deficiency. High
levels of infectious HIV, viral antigens, and HIV nucleic
acids (DNA and RNA) in the body of HIV-infected people
predicts immune system deterioration and an increased risk
for developing AIDS. Conversely, patients with low levels
of virus have a much lower risk of developing AIDS.
Modern culture techniques have allowed the isolation
of HIV in AIDS patients, as well as in HIV-seropositive
individuals with both early- and late-stage disease. The sus-
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pected pathogen can be isolated and propagated outside the
host. A irrefutable fact shows that the virus induces AIDS:
the injection of a molecular infectious clone encompassing
the entire genomic SIVmac induces an AIDS-like disease in
macaques. In severe combined immunodeficiency (SCID)
mice with a human immune system, HIV produces similar
patterns of cell killing and pathogenesis as seen in people.
On the other hand, the polymerase chain reaction (PCR)
and other sophisticated molecular techniques have enabled
researchers to document the presence of HIV genes in in-
fected patients. HIV has repeatedly isolated from blood,
semen, and vaginal secretions of patients with AIDS.
Duesberg reported that relationship between HIV
infection and CD4+ cell loss provides little evidence for
a causative relationship. In contrast, the specific immuno-
logical profile for AIDS—a persistently low CD4+ T-cell
count—is extremely rare in the absence of HIV infection.
The function of CD4 cells is to help CD8+ CTL to de-
stroy other cells expressing foreign antigens, and also to
enhance antibody production by B-lymphocytes. The virus
selectively infects and destroys CD4 cells by binding to
the CD4 antigen itself, as well as macrophages express-
ing low levels of CD4 antigen. The cellular tropism of
the virus explained much about the pattern of disease.
Chemokine receptors (CCR5, CXCR4) expressed on lym-
phocytes and macrophages are necessary to HIV entry.
Certain HIV-infected individuals that carry genetically de-
fective CCR5 receptor develop AIDS less rapidly. The ‘X4’
strains are more virulent than the initial ‘R5’ strains and
probably hasten the depletion of CD4 cells and the onset
of disease. Not only HIV enters and kills CD4+ T-cells
directly, but several HIV gene products may interfere with
the function of uninfected cells (apoptosis).
The availability of potent combinations of drugs that
specifically block HIV has contributed to dramatic reduc-
tions in the incidence of AIDS (viral load at low levels).
Such an effect would not be seen if HIV did not play a
central role in causing AIDS.
3.2. Response from Michaella Müller-Trutwin
One major argument is that AIDS only occurs in the
presence of HIV. AIDS is a specifically defined clinical
syndrome, that means that not every clinical sign such as
infection by an opportunistic agent or each wasting syn-
drome can be associated with AIDS. When one considers
the cases of AIDS according to the specific biological and
clinical definition, there is no case that is not associated
with HIV infection. There has been some confusion in the
1990s before the discovery of highly divergent HIV-1 O
and N viruses, because the antibodies in the AIDS patients
could not be clearly evidenced according to the diagnostic
kit used. Basic research had lead to the development of PCR
techniques that allow rapid detection and characterization
of such highly divergent viruses. Subsequently, screening
methods were rapidly optimized that allow sensitive detec-
tion of antibodies, including those directed against highly
divergent HIVs. This could demonstrate that AIDS is only
observed in HIV-infected individuals.
There also has been some confusion when long-term
studies have revealed that HIV does not seem necessarily
in each case lead to the development of AIDS. Thus, about
1% of infected individuals do not show any biological sign
of progression after 10 years of infection in the absence
of treatment and about 10% do not show any clinical sign.
Also, several other studies showed later on that some indi-
viduals, although highly exposed to HIV, do not get infected.
These individuals, however, also do not develop AIDS. In
addition, several factors (such as the delta 32 bp mutation in
the CCR5 gene) have been identified since then that explain
many of such cases of relative high resistance to HIV and/or
AIDS. It might be that according to the population and
country, the rate of disease progression differs. The com-
mon factor between AIDS patients in distinct populations
and countries over the world is, however, always HIV.
In addition, the direct association between AIDS and
HIV could be demonstrated in the animal model. Thus, the
infection of macaques with HIV-2-like viruses is sufficient
to induce AIDS in these animals. Also, only macaques
infected with these viruses develop AIDS, whereas not
infected animals do not.
3.3. Response from Renu Lal
Soon after the discovery of HIV-1, it was recognized that
HIV-1 infects CD4+ T-cells, resulting in depletion of these
cells. Thus, HIV-1 infection results in immunodeficiency
by destroying CD4+ T-cells and the inability to contain
the virus in most individuals. Activated CD4+ T-cells
are preferentially infected by HIV-1. These cells progress
quickly through the steps of reverse transcription, integra-
tion of the viral genome into host cell DNA, virus gene
expression, and virus production; however, most of these
cells die quickly, with a half-life of one day. The sequence
of events is different when HIV-1 interacts with resting
T-cells. There is now ample evidence to suggest that there is
a small, but extremely stable pool of latently infected rest-
ing memory CD4+ T-cells. There is evidence that reverse
transcription can be completed in resting CD4+ T-cells
and that viral replication is blocked at a subsequent step
such as import of the pre-integration complex containing
the reverse-transcribed HIV-1 DNA into the nucleus. These
resting cells provide a latent reservoir, and an activation
signal can trigger productive replication of HIV-1. Addi-
tional discovery of chemokine receptors as co-receptors
for HIV-1 and their differential modulation and adaptation
during progressive phase of HIV-1 disease lend further sup-
port to role of HIV-1 in acquired immunodeficiency. These
evidence alone are the strongest argument that HIV-1 is the
causative agent for acquired immunodeficiency syndrome.
Second strongest arguments come from the development
of successful treatment regimens that reduce HIV-1 viral
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load in HIV-1-infected individuals and overall improve their
CD4 counts and ability to resist opportunistic infections.
Antiretroviral drugs are designed based on the structural
and catalytic activity of the polymerase gene that encodes
for viral reverse transcriptase and protease enzymes. If
HIV-1 was not the cause of AIDS, none of the current
drugs targeting the RT and protease of HIV-1 would have
resulted in prolonged survival of HIV-1-infected persons.
4. Fourth question: The main conclusion of this
debate is that the contribution of basic research to
AIDS epidemiology, control and treatment has been
considerable. However, basic research is broad, and
priorities have to be defined by deciders. If you were a
decider, which field of AIDS basic research should be
given top priority?
4.1. Response from Michaella Müller-Trutwin
It is one of the highest priorities to identify strategies
that allow the development of a vaccine against AIDS. A
good working vaccine would be the most effective solution
for protection of the people all around the world. How-
ever, strategies that were effective for developing vaccines
against other viruses, do not seem promising for HIV. New
approaches need to be defined. These approaches could be
based on the protection mechanism that already exists in
some individuals. It is, therefore, important to further study
and understand the mechanisms of protection in individuals
that are somehow resistant to either infection (exposed unin-
fected individuals) or to AIDS (long-term non-progressors).
New approaches could also be based on discoveries in the
field of immunology and on the interactions between the
virus and the immune cells. Many interactions are still
not well defined. Ongoing investigations on viral and host
determinants of transmission, including studies on the ini-
tial interactions of HIV with the host, in particular within
key compartments for HIV entry and early dissemination,
will probably have important implications on prevention.
Much attention must be paid in the early initiation of T-cell
activation. What is the role of innate immune responses
in protection against HIV infection? What does HIV do
to subvert early on immune responses? Why the CD4
T-cell helper response is lost? Why do the CTL cells in
HIV-infected individuals do not seem to be very efficient
in their responses? What is the mechanism behind? What
signaling pathways HIV use at its profit?
Research on the events occurring soon after exposure
to HIV are fundamental to elucidate the early mechanisms
that are decisive for viral persistence and for the viral and
immune-mediated pathogenic processes resulting in T-cell
depletion. In this respect, investigations on primate models
that already provided valuable insights on events occurring
soon after infection, may greatly contribute to our better un-
derstanding of immunopathogenesis. To date, most studies
on the early control of infection in primates have been done
in the SIV–macaque models. However, emphasis should also
be placed on the elucidation of the efficient control of SIV
infection in natural simian hosts from which HIVs in hu-
mans most probably evolved and probably did not yet adapt
to their new hosts.
Such knowledge would also be extremely critical for
therapeutical approaches. Immunotherapeutical strategies
that would totally restore immunological capacities of the
immune system are needed. Also, it is important to define
the time schedule of the therapy. What time point is the best
to initiate a therapy so that the secondary effects would be
minimal and the protection against AIDS maximal?
Many efforts, thus, have allowed to characterize the HIV
variants all over the world and to develop techniques that
allow sensitive detection of HIV infection and development
of surrogate markers, such as viral load, for clinical man-
agement of the patients. However, to design new vaccine
strategies and more effective therapies, central issues need
to be clarified within the area of HIV/AIDS pathogenesis. In
particular, the delineation of the early molecular interactions
between viral gene products and host cell factors should fa-
cilitate the development of new drugs and vaccine strategies.
4.2. Response from Laurence Vergne
It did not come to my mind that such a decision would
depend on me, and this is why I did not question on which
field I should advantage.
In my opinion, although my experience is short in AIDS
research, I will focus my research on vaccination and ther-
apy.
On the first field, many immunological mechanisms have
to be elucidated to better know how to induce a protective
and long-term immune response, but certain approaches are
already promising, as it has been developed by Dr. Michaella
Müller-Trutwin in her answer.
At the difference of vaccination research, therapeutical
research has stood the test of time. In the last decade, the
outcome of triple therapy showed that viral replication can
be inhibited efficiently and viral load can be controlled,
abrogating progression to AIDS, but HAART has its limits,
notably the selection of multi-resistant variants in the course
of successive treatments. It is necessary to research new
therapeutic targets. The action of antiretroviral drugs on dif-
ferent targets increases the therapeutic efficiency and avoids
cross-resistance. It is also necessary to precise the place
of immunotherapy since the immunotherapy (IL-2, IL-12,
interferon ) could restore immune system and cytokine
regulation. It can be associated with actual treatment.
The therapies are not capable to eradicate the virus
because of viral reservoirs, basic research has to find treat-
ments that have access to these reservoirs. In addition, ac-
cess to treatment is not possible in all developing countries
where the majority of HIV-infected people live. Treatments
have to be simplified in order to enhance the compliance.
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Therapeutical research has to develop less expensive tools
(viral load, CD4 count, research of resistance mutation) for
the follow-up of patients with HAART.
4.3. Response from Renu Lal
The HIV-1 pandemic has become one of the greatest
infectious disease threats to human health and has created
an unprecedented strain on the social and economic infras-
tructures around the globe. Worldwide, nearly 40 million
people are living with HIV-1 and more than 20 million have
already died of HIV-1-related disease. Although HAART
has slowed the epidemic in industrialized countries, there
are still an estimated 15,000 new infections occurring daily.
These facts make it imperative that the epidemic be con-
trolled as rapidly as possible through the implementation
of strategies that would help prevent new infections. While
educational programs and behavioral intervention strategies
should be vigorously pursued, a continuing research agenda
to better understand the biology of viral replication and
new and improved drug designs that target many different
aspects of the HIV replication cycle, and pathogenic mech-
anisms remain challenging areas of intense investigations.
The challenge of understanding (and possibly controlling)
HIV-1-induced disease is to account for the unprecedented
ability of this virus to generate extreme viral diversity
in just a few rounds of replication and continue replicat-
ing even when the host has mounted apparently vigorous,
virus-specific immune responses. Improvements to current
therapeutic interventions and progress in vaccine develop-
ment for AIDS must preempt or circumvent the virus strate-
gies of immune evasion. In my opinion, the urgent areas of
priority basic research can be subdivided in two main areas:
first there is an urgent need to develop and implement in-
tervention strategies such as antiretroviral drug design that
would target all known subtypes and recombinants forms
of HIV. The research for development of drugs must not
only focus on drugs that are effective against subtype B, as
majority of infections worldwide are not due to subtype B.
The enzymatic and catalytic domains of polymerase genes
are significantly different between subtypes of HIV-1, and
emergence of drug-resistant patterns for non-B subtypes
largely remains to be defined. Since most of the drugs have
significant tight conformational dependency on the catalytic
domain of these enzymes, it is imperative that additional ba-
sic research be carried out to better understand and develop
improved drugs for non-B subtype HIV-1. For instance,
there is already some evidence that a single-dose nevirapine
regimen among mothers infected with subtype D results
in rapid emergence of resistance. As many pharmaceuti-
cal companies are heavily vested in this area of research,
it would help to provide some incentives to the leading
pharmaceutical companies to begin to address these issues.
Despite the success of HAART which has curtailed viral
replication, there are many problems associated with current
drug treatments. The biggest issue is drug toxicity, com-
pliance, and the emergence of drug-resistance mutations.
Thus, efforts are needed to develop drugs that target other
pathways of HIV’s life cycle, such as entry, fusion, and
co-receptor inhibitors. Some of these drugs are in promis-
ing phase as salvage therapy. In addition to persistent viral
replication in HIV-1-infected persons that can evidently be
eradicated by antiretrovirals, a small stable pool of latently
infected resting memory CD4+ T-cells remains. For many
individuals who cannot stay on HAART indefinitely, ther-
apeutic vaccinations may be one way to maintain immune
readiness and control the reemergence of replicating virus.
The second area of priority research would be the de-
velopment of a safe and effective vaccine. A vaccine that
induces sterilizing immunity would be ideal; however,
even vaccines that provide clinical benefits by reducing
viremia and enhancing survival would be acceptable for the
short-term goal. Given the complexity of the virus, and the
immune evasion strategies and pathways it has developed
to escape immune surveillance makes vaccine develop-
ment a daunting task. In addition to massive destruction of
CD4+ T-cells, HIV-1 results in antigenic escape from adap-
tive immune responses, including virus-specific CTLs and
antibody-mediated neutralization. Further, the two-receptor
entry (CD4 and chemokine receptors) mechanism functions
as a unique immune evasion strategy that must be overcome
for an effective vaccine. Some of the novel approaches that
are being considered towards accomplishing this challeng-
ing goal were discussed in the response to the second ques-
tion. Overall, efforts should largely be directed to defining
effective immune mechanisms through vaccinations that
would allow the immune system to contain virus replication
during prolonged periods in absence of antiretroviral drugs.
4.4. Concluding remarks from Michel Tibayrenc
Your responses give a very live update of the present state
of art in the field of AIDS basic research. Since the start
of this epidemic in the early 1980s, much has been done,
and the fate of AIDS patients nowadays cannot be compared
with what it was at that time. However, much work still has
to be done before this disease is under control, and your
activity as basic science researchers is probably our best
hope towards reaching this goal.
I thank you very much for taking so much of your time
to join this e-debate.
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CHAPITRE II
DIVERSITE GENETIQUE DU HIV-1:
IMPLICATIONS SUR LE GENOTYPE ET LE PHENOTYPE
DE RESISTANCE
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1. Résistance naturelle aux antirétroviraux
Le criblage et l’évaluation des antirétroviraux ainsi que la caractérisation des
mutations de résistance ont été réalisés sur des souches B, prédominantes dans les pays
industrialisés mais minoritairement responsables de la pandémie mondiale. Comme décrit
auparavant, plusieurs études ont montré que certains groupes ou sous-types étaient
naturellement résistants ou moins sensibles à certaines classes de médicaments [10, 71, 73].
Avec les sous-types non-B de plus en plus fréquents en Europe et avec l’introduction des
antirétroviraux dans les pays en développement où prédominent les non-B, il est donc
nécessaire d’étudier la variabilité génétique des souches non-B et son impact sur l’efficacité
du traitement.
Nous avons tout d'abord caractérisé les mutations génotypiques associées à des
résistances aux IP, aux INRT et aux INNRT, chez des souches non-B provenant de patients
naïfs de tout traitement. Puis, nous avons analysé l’effet de la diversité génétique de souches
non-B sur la sensibilité antirétrovirale par des tests phénotypiques. Peu d’informations sur la
sensibilité des non-B vis-à-vis des antirétroviraux actuels sont disponibles [36, 202, 203, 252].
Cela nous permettra de mesurer des changements de sensibilité dus, soit à des mutations
détectées par les tests génotypiques, soit à des mutations spécifiques aux souches non-B.
1.1 Diversité génétique de pol codant la protéase et la RT de souches de sous-types non-B
1.1.1 Mise en évidence de nombreuses mutations mineures, notamment sur la protéase, sur
les souches non-B
A- Introduction
Nous étudions la variabilité de souches HIV-1 provenant d’Afrique de l’Ouest et
centrale, où la plus grande variabilité génétique est observée, et plus précisément, nous
caractérisons le gène pol partiel codant la protéase et la RT de patients naïfs de traitement.
Nous déterminons les mutations associées à des résistances aux IP, aux INRT et aux INNRT,
pour différents sous-types viraux, afin de détecter d’éventuelles résistances naturelles. Nous
recherchons, également, si certaines mutations sont spécifiques de certains sous-types.
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B- Matériel et méthodes
Nous avons caractérisé des souches provenant de patients naïfs de traitement
contaminés et suivis en Afrique de l’Ouest et centrale, notamment au Cameroun, au Sénégal,
en République Démocratique du Congo (RDC), ainsi que de patients également naïfs
consultant l’hôpital de Montpellier, infectés principalement en Afrique, mais également en
Asie du Sud-Est et en Europe. Après amplification par PCR, nous avons séquencé
partiellement le gène pol, et plus exactement la partie codant la protéase et la RT. Les
séquences nucléotidiques sont analysées par phylogénie pour la détermination du génotype,
par comparaison avec des séquences de référence représentant les différents sous-types et
CRF. Celles qui ne se classent pas distinctement avec des références (sous-types et CRF déjà
identifiés) sur les arbres phylogénétiques sont analysées plus en détail avec des logiciels
permettant la caractérisation des recombinants potentiels, notamment les programmes Divert,
Simplot et Bootscan. Une fois la caractérisation génétique du gène pol partiel, nous avons
analysé les séquences protéiques pour détecter les mutations de résistance aux IP, INRT et
INNRT en fonction du sous-type.
C- Résultats
Echantillonnage représentatif de la diversité génétique du HIV-1 en Afrique de
l’Ouest et centrale. Tout d’abord, l’analyse phylogénétique sur le gène pol partiel codant la
protéase et la RT, malgré sa faible divergence, permet l’identification du sous-type viral.
L’échantillonnage choisi est représentatif de la diversité génétique observée en Afrique de
l’Ouest et centrale, du fait de l’hétérogénéité des sous-types et CRF identifiés.
Figure 27. Distribution (%) des différents sous-types/CRF (gène pol) de la population étudiée.
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Les recombinants sont analysés à l’aide des logiciels Simplot et Bootscan pour
déterminer leur profil de recombinaison, 12% de recombinants uniques ou restreints à
quelques patients sont observés avec les profils de recombinaison suivants: A/G (n=6), G/A/G
(n=2), G/K (redéfini CRF06, n=2), D/G/D (n=1), ?/K (n=4) et U (inconnu, n=2). Cette
méthode d’amplification d’un seul fragment incluant la protéase et la RT permet d’obtenir des
valeurs significatives de bootstraps en phylogénie, et également de réaliser des analyses plus
détaillées des profils de recombinaisons potentielles.
Faible présence de mutations majeures naturelles. Des mutations majeures
associées à des résistances aux INNRT ont été détectées sur les isolats du groupe O, décrits
comme étant naturellement résistants à cette catégorie de molécules. Un isolat de sous-type J
(et plus exactement CRF11 selon la nouvelle nomenclature) possède sur la RT la mutation
V108I, considérée comme mutation majeure associée à des résistances aux INNRT par
certains algorithmes [239, 255, 256, 283].
Tableau 20. Discordances d’interprétation de la mutation V108I selon les algorithmes.
Algorithme Delavirdine Efavirenz Névirapine
ANRS Sensible Sensible Sensible
Stanford Faible taux de
résistance potentielle
Faible taux de
résistance potentielle
Faible taux de
résistance potentielle
Rega Résistant Intermédiaire Résistant
De plus, une mutation classée initialement en mutation mineure sur la protéase est
observée chez un patient (0,7%), cette mutation M46I est également considérée comme
mutation majeure ou mineure selon les algorithmes utilisés.
Tableau 21. Discordances d’interprétation de la mutation M46I selon les algorithmes.
Algorithme Indinavir Nelfinavir Ritonavir Saquinavir Amprenavir Lopinavir
ANRS Résistant Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Stanford
Faible taux
de résistance
Résistance
intermédiaire
Faible taux
de résistance
Faible taux
de résistance
potentielle
Faible taux
de résistance
Faible taux
de résistance
Rega Résistant Sensible Résistant Sensible Sensible Sensible
Une souche présente la mutation R8Q, celle-ci est très peu observée en clinique, du
fait d’un fitness très réduit de la protéase avec cette mutation.
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Polymorphismes à des positions majeures. Des substitutions différentes des
mutations majeures sont observées, n’induisant aucune résistance, sur la protéase et la RT.
Sur la protéase, 6,4% des souches présentent la substitution V82I, position de mutation
majeure, mais l’acide aminé substitué est différent de ceux conférant le haut taux de résistance
(V82A/F/T). Cette substitution atypique est spécifique du sous-type G ou de recombinants de
sous-type G sur cette partie de la protéase.
Tableau 22. Les différentes substitutions nucléotidiques à la position 82 de la protéase:
codon sauvage, mutation de résistance et polymorphisme.
Codon sauvage
Mutation majeure
induisant des résistances
Polymorphisme
V82 (GTC)
A (GCC)
F (TTC)
T (ACC)
I (ATC)
Sur le gène de la RT, huit souches présentent la substitution A98S (5,6%) et une
souche possède K101R (0,7%) alors que les mutations de résistances sont A98G (initialement
considérée comme une mutation majeure) et K101E (mutation majeure). Trois isolats (2,1%)
présentent un polymorphisme (V106I) à une position de résistance majeure (V106A), les
substitutions en position 106 présentent des discordances d’interprétation.
Tableau 23. Discordances d’interprétation selon les algorithmes à la position 106 de la RT.
Algorithme Delavirdine Efavirenz Névirapine
ANRS Sensible Sensible Sensible
Stanford Sensible Sensible Sensible
I
(ATA)
Rega Résistant Sensible Résistant
ANRS Résistant Sensible Résistant
Stanford Intermédiaire
Faible taux de
résistance
Résistant
V106
(GTA)
A
(GCA)
Rega Intermédiaire Résistant Résistant
Mutations de transition. La mutation T215D est retrouvée chez un patient non-traité,
mais contaminé par son partenaire traité à l’AZT. L’acquisition de résistance en position 215
nécessite la substitution de 2 nucléotides. L’absence de pression thérapeutique a ainsi induit
une réversion de la mutation de résistance (T215F/Y), améliorant le fitness viral et restant
sensible à l’AZT et d4T [65]. En revanche, ces souches présentant ces mutations de réversion
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développent plus rapidement la résistance sous pression de ces molécules [97]. Ces mutations
de réversion indiquent une infection par un virus résistant (transmission de résistance
primaire).
Tableau 24. Les différentes substitutions nucléotidiques à la position 215 associées
au codon sauvage, aux mutations de résistance et aux mutations de transition.
Mutations de résistance Mutations de transition
T215 (ACC)
F (TTC)
Y (TAC)
I (ATC)
V (GTC)
S (TCC)
C (TGC)
N (AAC)
D (GAA)
Haute fréquence de mutations mineures chez les souches de sous-type non-B.
Nous avons mis en évidence sur les souches non-B une fréquence élevée de mutations
mineures sur la protéase: M36I (86,6%), L10I/V (26%), L63P (12,6%), K20M/R (11,2%),
V77I (5,6%), A71V (2,8%), L33F (0,7%), et M46I (0,7%). La fréquence des mutations
mineures sur la protéase varie de 0 à 4 mutations par isolat, mais les souches non-B en
possèdent au minimum une, voire plus. En revanche, les souches appartenant au sous-type B
ne présentent aucune mutation et proviennent de patients européens, ainsi que les souches de
sous-type D, très proche génétiquement du sous-type B et qui pourrait être considéré comme
un sous-sous-type du cluster B.
Tableau 25. Fréquence des mutations mineures par isolat sur la protéase.
Nombre de souches %
0 mutation 8 (appartenant aux sous-types B ou D) 5,6
1 mutation 85 60
2 mutations 32 22,5
3 mutations 14 9,8
4 mutations 3 (souches du groupe O) 4
Sur ces positions mineures, d’autres substitutions sont également observées: K20I/V/C
(59,8%), L63Q/H/S/T/V/C/I/F/N/M (22,5%).
L’interprétation des profils de mutations mineures est concordante suivant les
algorithmes de l’ANRS et de Stanford, concluant à aucune réduction de sensibilité vis-à-vis
des IP. En revanche, dans l’algorithme de Rega, les mutations mineures (L10I/V, K20R
M36I, L63P, A71V, V77I) sont prises en compte lorsqu’elles sont cumulées, concluant à un
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avis défavorable de l’utilisation de certains IP lorsque d’autres options thérapeutiques sont
disponibles.
D’autre part, des mutations sont détectées sur la RT: R211K (43,6%) et G333E
(3,5%), lesquelles faciliteraient la double résistance AZT/3TC en association avec M184V et
d’autres mutations de résistance à l’AZT. Ces mutations additionnelles (H208Y, R211K,
L214F et G333D/E) à celles conférant la résistance à l’AZT résultent dans une augmentation
du niveau de résistance (7,4 à 21-fold). Des polymorphismes sont également observés à des
positions de NEM: L210Q/Y ainsi qu’à la position 215 (T215D étant une mutation de
transition).
Mise en évidence de mutations de résistances spécifiques aux sous-types. La
recherche de signatures sur la protéase a mis en évidence que les mutations mineures peuvent
être retrouvées spécifiquement chez certains sous-types. Les souches du groupe O présentent
de nombreuses mutations. La mutation mineure M36I s’avère spécifique des sous-types non-
B. La substitution K20I est spécifique du sous-type G et CRF02_AG, forme recombinante
inter-sous-types A et G, se groupant avec le sous-type G dans cette partie de la protéase.
Ainsi, K20I et V82I sont spécifiques du sous-type G.
Tableau 26. Les mutations mineures considérées comme des signatures
des différents sous-types/CRF sur la protéase.
Sous-type Mutations mineures retrouvées comme signature
A M36I
CRF02 K20I, M36I
C M36I, L63T
D M36I
CRF01 M36I
F K20R, M36I
G K20I, M36I, V82I
K L10I, K20R, M36I
J M36I, L63T, V77I
Groupe O L10I, K20C, M36I, L63T, A71V
D- Discussion
Notre étude a montré que les souches non-B présentent de nombreuses mutations
mineures, notamment sur le gène codant la protéase. Le gène de la protéase présente plus de
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polymorphismes que celui de la RT. De même, Pieniazek et al ont montré le haut
polymorphisme de la protéase des souches non-B, avec les substitutions suivantes: M36I
(83%) > L63P (17%) > L10I/V/R (13%) > K20R (10%) > V77I (2%), comparé aux souches
B: L63P (62%) > V77I (19%) > L10I/V/R (6%) = M36I (6%) = A71T/V (6%) > K20R (2%).
[215]. Les souches non-B du Cameroun présentent également le même polymorphisme sur le
gène de la protéase: M36I (99%) > L63P (18%) > K20R (15%) > V77I (13%) > 10I/V (11%)
[89].
Les mutations mineures sont considérées comme ne réduisant pas la sensibilité aux
antirétroviraux, mais seraient impliquées dans l’amélioration du fitness viral, c’est-à-dire
qu’elles compenseraient la réduction du fitness qu’impliquent les mutations majeures [31, 48,
251]. Il reste à savoir si ces mutations induiraient une survenue plus rapide de la résistance du
fait qu’elles sont initialement présentes chez les souches non-B. Perno et al ont montré que les
mutations L10I/V et M36I sont impliquées significativement dans l’échec virologique [212].
De plus, notre étude montre des polymorphismes à des positions de mutations majeures.
Toutes ces substitutions doivent être étudiées pour élucider leur rôle dans la résistance.
Il est à noter que l’interprétation des mutations de résistance présente des difficultés,
notamment les discordances selon les algorithmes [63, 228]. Ceux-ci évoluent constamment
pour se rapprocher d’une vérité clinique. De plus, ils ont été conçus à partir de résultats
obtenus de souches de sous-type B, prédominantes dans les pays occidentaux. Il est donc
nécessaire d’évaluer la prédiction du phénotype à l’aide d’algorithmes sur des souches non-B
et de les réévaluer en fonction des résultats in vitro et in vivo observés chez des patients
infectés par des souches non-B.
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Most human immunodeﬁciency virus (HIV) drug susceptibility studies have involved subtype B strains.
Little information on the impact of viral diversity on natural susceptibility to antiretroviral drugs has been
reported. However, the prevalence of non-subtype-B (non-B) HIV type 1 (HIV-1) strains continues to increase
in industrialized countries, and antiretroviral treatments have recently become available in certain developing
countries where non-B subtypes predominate. We sequenced the protease and reverse transcriptase (RT) genes
of 142 HIV-1 isolates from antiretroviral-naive patients: 4 belonged to group O and 138 belonged to group M
(9 subtype A, 13 subtype B, 2 subtype C, 5 subtype D, 2 subtype F1, 9 subtype F2, 4 subtype G, 5 subtype J, 2
subtype K, 3 subtype CRF01-AE, 67 subtype CRF02-AG, and 17 unclassiﬁed isolates). No major mutations
associated with resistance to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) or protease inhibitors were
detected. Major mutations linked to resistance to non-NRTI agents were detected in all group O isolates (A98G
and Y181C) and in one subtype J virus (V108I). In contrast, many accessory mutations were found, especially
in the protease gene. Only 5.6% of the 142 strains, all belonging to subtype B or D, had no mutations in the
protease gene. Sixty percent had one mutation, 22.5% had two mutations, 9.8% had three mutations, and 2.1%
(all group O strains) had four mutations. In order of decreasing frequency, the following mutations were
identiﬁed in the protease gene: M36I (86.6%), L10I/V (26%), L63P (12.6%), K20M/R (11.2%), V77I (5.6%),
A71V (2.8%), L33F (0.7%), and M46I (0.7%). R211K, an accessory mutation associated with NRTI resistance,
was also observed in 43.6% of the samples. Phenotypic and clinical studies are now required to determine
whether multidrug-resistant viruses emerge more rapidly during antiretroviral therapy when minor resistance-
conferring mutations are present before treatment initiation.
Human immunodeﬁciency virus (HIV) replication is mark-
edly inhibited by highly active antiretroviral drug combina-
tions. Drugs belonging to three different classes—nucleoside
analogue reverse transcriptase (RT) inhibitors (NRTIs), non-
NRTIs (NNRTIs), and protease inhibitors (PIs)—are cur-
rently used in various combinations to treat HIV-infected pa-
tients (3, 14, 20, 43). Replication of drug-resistant HIV type 1
(HIV-1) during combination therapy is considered a major
cause of treatment failure (18, 43). Drug resistance arises from
mutations in the genes that encode the molecular targets for
the drugs, i.e., the RT and protease pol gene products. This
viral polymorphism is due to the high rate of HIV-1 replication
and the low ﬁdelity of RT (19, 30, 45). The emergence of
amino acid substitutions associated with resistance to RT and
PIs has been extensively characterized (18, 34; http://hivdb
.stanford.edu/hiv/), and these substitutions can be classiﬁed
into major and accessory (modifying) mutations. Major muta-
tions lead to a severalfold decrease in sensitivity to one or more
antiretroviral drugs (18). Accessory mutations may not result
in a signiﬁcant decrease in sensitivity but are associated with an
increase in viral ﬁtness (replication capacity) (14, 18). Thus,
the appearance of a major mutation in a genome already
containing accessory mutations could inﬂuence the speed with
which highly resistant viruses are selected during therapy.
Genetic characterization and phylogenetic analysis of HIV-1
isolates from different geographic localities have revealed that
HIV-1 can be divided into at least three distinctive groups,
designated M (major), N (new or non-M, non-O), and O (out-
lier) (38). Group M comprises most of the HIV-1 strains re-
sponsible for the AIDS pandemic (15) and can be further
subdivided into subtypes (subtypes A to K) (8, 42). Recombi-
nation events among sequences of different genetic subtypes of
HIV-1 group M have frequently been identiﬁed (32, 33). Some
of these mosaic HIV-1 genomes are unique, but others play a
major role in the AIDS pandemic and are named circulating
recombinant forms (CRFs) (8). They are designated, according
to new nomenclature proposals (33a), by an identifying num-
ber and letters indicating the source subtypes, e.g., CRF01-AE
(initially env subtype E) and CRF02-AG (AG-IBNG-like vi-
ruses) (9, 16).
Most HIV-1 isolates in North America and Europe belong
to subtype B. Therefore, anti-HIV drug testing and character-
ization of drug resistance mutations that confer resistance have
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been done in studies with subtype B isolates, but subtype B
isolates are the cause of only a limited proportion of infections
worldwide (15). The efﬁcacy of antiretroviral treatment can be
inﬂuenced by the viral subtype. Like HIV-2, HIV-1 group O
viruses are naturally resistant to NNRTIs (11, 28, 31). Within
group M, some subtype F samples are less susceptible to the
tetrahydroimidazo [4,5,1-jk] [1,4]-benzodiazepin-2-(1H)-one
and -thione (TIBO) derivative, an NNRTI, and some subtype
G strains have decreased susceptibility to PIs (2, 12).
With the increasing frequency of non-subtype-B (non-B)
isolates in Europe (1, 4, 13) and the recent introduction of
antiretroviral drugs in developing countries, there is a need to
test the efﬁcacies of existing and new drugs against non-B
strains and to monitor resistance. Natural mutations that con-
fer drug resistance have been described in drug-naive patients
infected with subtype B strains before the drugs were ﬁrst used
in the relevant population (6, 7, 24, 26, 36), but the prevalence
of such mutations has not been routinely studied in untreated
individuals infected with non-B strains (10, 29, 39). In this
study, we analyzed the protease and RT sequences of isolates
from 129 treatment-naive patients infected with non-B HIV-1
strains for the presence of natural mutations linked to resis-
tance to antiretroviral drugs.
MATERIALS AND METHODS
Patients. One hundred forty-two antiretroviral drug-naive, HIV-1-infected
patients were studied. Samples were collected between 1995 and 1999 from
patients from four distinct sites: 62 from Cameroon, 38 from Senegal, 18 from
the Democratic Republic of Congo (DRC; formerly Zaire), and 24 from a
hospital in southern France. Among the 24 patients recruited in France, 9 were
infected in Europe, 2 were infected in Cambodia, and 13 were infected in Africa
(Ivory Coast [n  3], Guinea Conakry [n  1], Central African Republic [CAR;
n  3], Burkina Faso [n  1], and Cameroon [n  1]); the country of infection
was unknown for the other 4 patients).
RNA and DNA extraction, cDNA synthesis, and PCR. For samples from DRC
and Cameroon, proviral DNA was extracted from uncultured peripheral blood
mononuclear cells and from cultured peripheral blood mononuclear cells, re-
spectively, with the QIAamp Blood and Tissue kit (QIAGEN, Courtaboeuf,
France). For samples from Senegal and France, viral RNA was isolated from
plasma with the QIAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN).
Viral RNA was transcribed to cDNA by using Expand RT (Boehringer Mann-
heim, Germany) with a reverse primer (primer IN3 [5-TCTATBCCATCTAA
AAATAGTACTTTCCTGATTCC-3] in RT fragment at position 4261) (44).
Reverse transcription was carried out in a ﬁnal volume of 20 l containing 1	
Expand RT buffer, 10 mM dithiothreitol, 1 mM each deoxynucleoside triphos-
phate, 40 pmol of reverse primer, and 50 U of Expand RT at 42°C for 60 min and
92°C for 2 min. A 2,200-bp fragment encompassing the protease and RT genes
was ampliﬁed from DNA or cDNA with the Expand Long Template PCR system
(Boehringer, Mannheim, Germany) by a seminested PCR method with outer
primers G25REV (5-GCAAGAGTTTTGGCTGAAGCAATGAG-3; at posi-
tion 1873) and IN3 and inner primers AV150 (5-GTGGAAAGGAAGGACA
CCAAATGAAAG-3; at position 2042) and IN3 (44). PCRs were carried out in
ﬁnal volumes of 50 l (ﬁrst round) and 100 l (second round). The reaction
mixture consisted of 1	 PCR buffer with 0.75 mM MgCl2, 0.2 mM each de-
oxynucleoside triphosphate, 20 pmol of each primer, and 2.5 U of Expand Long
Template enzyme mixture. The PCR conditions were 92°C for 5 min, followed by
39 cycles at 92°C for 20 s, 50°C for 30 s, and 72°C for 2 min, with a ﬁnal extension
step at 72°C for 10 min.
Sequencing reactions. The ampliﬁed fragments were puriﬁed with the QIA-
quick gel extraction kit (QIAGEN) and were directly sequenced with the
ABIPRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit with
AmpliTaq DNA polymerase (FS; Perkin-Elmer, Roissy, France) on an auto-
mated sequencer (373A stretch; Applied Biosystems).
Phylogenetic and sequence analyses. The genetic subtypes were determined by
phylogenetic tree analysis. The new nucleotide sequences and the sequences of
the protease and RT genes from reference strains representing the different
genetic subtypes were aligned with the CLUSTAL W program, bearing in mind
the protein sequences (40). Phylogenetic trees constructed by the neighbor-
joining method and the reliability of the branching orders obtained by the
bootstrap approach were implemented with the CLUSTAL W program. Genetic
distances were calculated by the two-parameter method of Kimura (22). To
determine whether the viruses were recombinants in the sequenced region,
several additional analyses were performed. Diversity plots, obtained with the
DIVERT program (available online [http://193.50.234.246/
beudoin/anrs/Diver-
sity.html]) were used to determine the percent diversity between selected pairs of
sequences by moving a window of 300 bp along the genome alignment in 20-bp
increments. The divergence values for each pairwise comparison were plotted at
the midpoint of the 300-bp segment. Simplot, version 2.5, software (http://ww-
w.med.jhu.edu/deptmed/sray/download) was used to calculate bootstrap plots by
bootscanning the neighbor-joining trees with SEQBOOT, DNADIST (by the
two-parameter method of Kimura [22] and with a transition/transversion ratio of
2.0), NEIGHBOR, and CONSENSUS from the Phylip package for a 300-bp
window moving along the alignment in increments of 20 bp. We evaluated 100
replicates for each phylogenetic analysis. The bootstrap values for the sequences
studied were plotted at the midpoint of each window.
The amino acid sequences of the protease and RT genes, deduced from the
nucleic acid sequences, were compared to a subtype B consensus sequence from
the Stanford HIV RT and Protease Sequence database (37; http://hivdb.stanford
.edu/hiv/) and analyzed for mutations associated with reduced sensitivity to
antiretroviral drugs. A consensus pol (protease and RT) sequence was calculated
for each subtype with VESPA (Viral Epidemiologic Signature Pattern Analysis)
software (23), and signatures speciﬁc to each subtype were deduced relative to
subtype B.
Nucleotide sequence accession numbers. The protease and RT sequences are
available in GenBank (EMBL) with the following accession numbers: AJ286930
to AJ286979, AJ286133 to AJ286135, AJ286137 to AJ286140, AJ286142,
AJ286143, AJ249236, AJ249237, and AJ249239 for sequences from Cameroon;
AJ286980 to AJ287014, AJ286136, AJ286141, and AJ251057 for sequences from
Senegal; AJ287015 to AJ287031 and AJ249235 for sequences from DRC; and
AJ287032 to AJ287054 and AJ249238 for sequences from France.
RESULTS
Phylogenetic analysis of the protease and RT sequences.
Table 1 summarizes the genetic subtypes in the pol region, and
Fig. 1 shows the phylogenetic trees for the HIV-1 group M
sequences from Senegal, Cameroon, DRC, and France. Phy-
logenetic tree analysis of all the isolates together showed that
no laboratory contamination had occurred (data not shown).
Four of the 142 isolates tested belonged to group O (1 isolate
from Cameroon and 3 isolates from Senegal). Among the
remaining 138 group M isolates, the overall subtype distribu-
tion was as follows: 9 subtype A, 13 subtype B, 2 subtype C, 5
subtype D, 2 subtype F1, 9 subtype F2, 4 subtype G, 5 subtype
J, 2 subtype K, 3 subtype CRF01-AE, and 67 subtype CRF02-
TABLE 1. Distribution of genetic subtypes in protease and RT regions of 142 treatment-naive patients
Originating
country
No. of strains
Total
Group M nonrecombinant forms Group M recombinant forms
Group O
A B C D F1 F2 G J K CRF02-AG CRF01-AE A/G G/A/G G/K D/G/D ?/K Ua
Cameroon 62 6 3 9 3 3 1 34 1 1 1
Senegal 38 2 4 1 1 1 23 1 1 1 3
DRC 18 1 1 4 6 2 2 2
France 24 1 9 1 1 2 1 6 2 1
Total 142 9 13 2 5 2 9 4 5 2 67 3 6 2 2 1 4 2 4
a U, did not cluster with any of the known subtypes.
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AG. The subtypes of 17 HIV-1 strains could not be clearly
determined, as they did not cluster with any of the known
subtypes.
More detailed analysis of the 17 unclassiﬁed strains by
bootscanning and with the Divert program showed that 15
were recombinants in the pol region studied. Six isolates from
DRC were A/G recombinants (but different from the
CRF02-AG strains) and formed a distinct cluster in the phy-
logenetic tree; another two isolates from DRC were G/A/G
recombinants. Two isolates (one isolate from Senegal and one
isolate from a patient from Burkina Faso attending a hospital
in France) were G/K recombinants. One Cameroonian isolate
was a D/G/D recombinant in the studied region. Four isolates
(one isolate from Cameroon, one isolate from Senegal, and
two isolates from DRC) had a similar recombinant proﬁle,
with an unclassiﬁed protease and an unclassiﬁed 5 end of the
RT gene and with the 3 end of the RT being subtype K.
Finally, two samples from DRC did not cluster with any of the
known subtypes over the entire protease and RT regions.
Isolates of almost all known subtypes and CRFs were rep-
resented in our study. CRF02-AG was predominant, repre-
senting most of the viruses circulating in Senegal and Cam-
eroon and non-B isolates in France. These strains are subtype
G in the protease gene and at the 5 end of the RT gene and
subtype A at the 3 end of the RT gene.
Protease sequence variability in isolates from untreated
non-B HIV-1-infected patients. The amino acid sequence of
each strain was compared to the subtype B consensus amino
acid sequence (Stanford HIV protease sequence database) for
mutations associated with resistance to protease inhibitors (37;
http://hivdb.stanford.edu/hiv/). No major mutations (D30N,
G48V, I50V, V82A/T/F, I84V, or L90M) were seen in any of
the subtype B or non-B strains from our sample. In contrast,
many minor or accessory mutations were found at the follow-
ing positions, in order of decreasing frequency: M36I (n  123
[86.6%]), L10I/V (n  37 [26%]), L63P (n  18 [12.6%]),
K20M/R (n  16 [11.2%]), V77I (n  8 [5.6%]), A71V (n  4
[2.8%]), L33F (n  1 [0.7%]), and M46I (n  1 [0.7%]). No
accessory mutations were seen at positions F53L, G73S, and
N88D. Table 2 summarizes the frequencies of the different
mutations according to subtype. No mutations speciﬁc for a
given subtype were noted, but the M36I mutation was present
in 123 of the 129 non-B strains but was not present in any of
the subtype B strains. In general, subtype B strains (n  13)
bore few mutations (only L63P [n  6] and V77I [n  3]).
Group O strains bore the resistance-conferring minor muta-
tions L10I/V, M36I, L63P (n  3), and A71V, with the last
mutation being speciﬁc for group O viruses.
Considering all the minor mutations related to resistance,
only 8 (5.6%) of the 142 strains had no mutations, and they
were all of subtype B or D. Eighty-ﬁve strains (60%) had one
mutation, 32 (22.5%) had two mutations, 14 (9.8%) had three
mutations, and 3 (2.1%) (all group O) had four mutations.
Amino acid changes associated with resistance to protease
inhibitors (ABT378 and DMP450) currently being tested in
clinical trials were also identiﬁed: G16E (n  27) and D60E
(n  8) (17).
In addition, at some key positions (i.e., positions known for
amino acid mutations associated with drug resistance), amino
acid substitutions different from those linked to PI resistance
were observed. Eighty-ﬁve strains (59.8%) had an amino acid
different from lysine (K) at position 20: K20I (n  79), K20C
(n  4), and K20V (n  2). The K20I substitution was found
in 63 of the 67 CRF02-AG strains, in all subtype G strains, in
all A/G and G/A/G recombinant strains from DRC, and in the
G/K recombinants. Thirty-two strains showed a polymorphism
other than L63P. For all the subtype G strains, the G/A/G
recombinants, and the three CRF02-AG viruses, the valine (V)
at position 82 was replaced by an isoleucine (I).
Figure 2 shows the alignment of the amino acid consensus
sequences of the protease gene for each subtype compared
with a subtype B consensus sequence from the database. The
TABLE 2. Amino acid substitutions in the HIV-1 protease sequences of isolates from 142 treatment-naive patients at key positions associated
with resistance to available drugs
Subtype No. of strains
Mutation(s) in the protease at key positions in the following wild-type amino acids and positions:
L10 K20 L33 M36 M46 L63 A71 V77 V82
A 9 I3
a, V1 R1, I1 I9 P1, Q1
B 13 P6, S1, H1 I3
C 2 R1 I2 T1, S1
D 5 V1 I3 P1, S1
F1  F2 11 V4 R8, I1 I11 I1 P3, T2, S1, V1
G 4 I1 I4 I4 P1 I4
K 2 I1, V1 R2 I2 C1
J 5 I2, V1 I3 T2, I1 I1
CRF02-AG 67 I3, V6 M1, I63, V2 F1 I67 P2, S3, F1, V1, I3, N1 I4 I3
CRF01-AE 3 V1 I3 C1
A/G 6 I2 I6 I6 S1, I1, N1
G/A/G 2 I2 I2 M1 I2
G/K 2 I2 I2 P1
D/G/D 1 I1
?/K 4 I2, V2 R1 I3 S1
Ub 2 I1, V1 R2 I1 T1, V1
Group O 4 I2, V2 C4 I4 P3, T1 V4
Total 142 I17, V20 M1/R15, I79, V2/C4 F1 I123 I1 P18, Other32 V4 I8 I9
a The letter represents the amino acid substitution, and the number indicates the number of strains with this mutation. Amino acids in boldface type are associated
with resistance to PIs.
b U, unknown subtypes.
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subtype B consensus sequence from the isolates from the 13
HIV-1 subtype B-infected patients in our study corresponds to
the subtype B consensus sequence from the database. Overall,
the three functional sites in which major mutations are located
(except L90M) were highly conserved among all the subtypes.
Leucine (L) was replaced by a methionine (M) at position 89
of all group M subtype isolates (except isolates of subtypes B
and D) and by an isoleucine (I) in group O isolates. In the
nonfunctional sites of protease, more amino acid substitutions
were seen in the group O sequences than in the group M
sequences. Other mutations speciﬁc to certain subtypes were
seen in other regions of the protease gene by using the VESPA
program (80% threshold): 13V for subtypes A, G, and CRF02-
AG; 15V for subtype K; 35D for subtypes A, CRF01-AE, and
F; 41K for all the subtypes except J; 61F and 67C for subtype
J; 69K for all the subtypes except F and K; 89M for all the
subtypes except D and K; and 93L for subtype C.
Sequence variability in RT region of isolates from untreated
non-B HIV-1-infected patients. The mutations leading to re-
sistance to NRTIs and NNRTIs are well deﬁned and differ
between the two classes of RT inhibitors (18, 34).
None of the strains had major mutations associated with
NRTI resistance. Only one patient, a European infected with a
subtype B isolate from a zidovudine (AZT)-treated partner,
had the accessory mutation M41L, along with T215D, which
represents a transition to the T215Y/F major mutation associ-
ated with resistance to AZT (37; http://hivdb.stanford.edu/
hiv/). Accessory mutations were also observed in the RT gene:
62 (43.6%) of the strains, representing all subtypes, had the
R211K mutation, and 5 strains had the G333E mutation.
In some strains, polymorphisms were observed at key posi-
tions but were not associated with resistance, namely, L210Y
(n  4) and L210Q (n  4; all group O), R211S (n  10), and
R211N (n  2).
Major mutations associated with NNRTI resistance were
seen: V108I in one subtype J isolate and A98G and Y181C in
the four group O isolates (18; http://hivdb.stanford.edu/hiv/).
Other amino acid changes not associated with drug resistance
were observed at key positions in a few strains, namely, A98S
(n  8) and K101R (n  1).
Amino acid changes associated with resistance to NNRTIs
being tested in clinical trials were also identiﬁed, namely,
V106I (n  3) (HBY097), V179D (n  1) (trovirdine,
QM96521, UC-10, ADAMII, L-697,661, and TIBO R82913),
V179E (n  6) (L-697,661), and V189I (n  1) (HBY097)
(17).
DISCUSSION
We analyzed the protease and RT gene-coding regions of
142 HIV-1 isolates from treatment-naive patients. Most strains
were isolated in Africa, where access to antiretroviral drugs is
very limited. More than 90% of the strains were non-B, and
isolates of all genetic subtypes with the exception of subtype H
and two CRFs were represented. Isolates of subtype CRF02-
AG, which is predominant in west and west-central Africa (27),
represented 47% of the isolates.
Overall, the protease gene region was less conserved than
the RT gene region. No major mutations conferring resistance
to PIs were seen, but more than 34% of the strains had two or
more minor mutations associated with PI resistance; only 5.6%
of strains (mainly subtype B strains) had no minor mutations.
M36I, the predominant minor mutation, was observed in 87%
of the strains overall and in 95% of the non-B strains. Amino
acid substitutions associated with PI resistance have been re-
ported as natural variants in treatment-naive patients (5, 6, 10,
24, 25, 29, 35, 36, 39), but the prevalence of substitutions
determined from our data are signiﬁcantly higher than those
from previous studies with subtype B isolates (10, 24, 37, 39).
Several mutations not classically associated with resistance
were observed, and their biological consequences remain to be
studied. Accessory mutations are not always associated with a
decrease in in vitro susceptibility, in contrast to major muta-
tions (18, 43). For example, the protease sequences of subtype
C strains isolated in Zimbabwe had several accessory muta-
tions, but in vitro susceptibility tests with a subset of these
samples showed no decrease in sensitivity (35). Minor muta-
tions can compensate for the reduced ﬁtness of resistant mu-
tants, and in contrast to major mutations, which are different
for each protease inhibitor, compensatory mutations are sim-
ilar for many PIs (14, 18, 43). The efﬁcacy of a switch from one
PI to another might therefore be compromised when the virus
has had the opportunity to develop compensatory mutations.
One consequence of preexisting accessory mutations might be
the faster emergence of viruses resistant to PIs. Preliminary
data suggest that prior M36I and L10I/V mutations are asso-
ciated with a more rapid fall in sensitivity during treatment
(C. F. Perno, A. D’Arminio-Monforte, A. Cozzi-Lepri, C.
Balotta, F. Forbici, A. Bertoli, P. Pezzotti, G. Facchi, L.
Monno, G. Angarano, P. Bottura, V. Vullo, A. Cargnel, M.
Capobianchi, G. Ippolito, and M. Moroni, 7th Conference on
Retroviruses and Opportunistic Infections, 2000).
No major mutations conferring resistance to NRTIs were
FIG. 2. Amino acid alignment of protease consensus sequences for each subtype of group M and for group O. The sequences were aligned against a subtype B
consensus sequence from the database; dots indicate homology. The amino acid positions associated with drug resistance are depicted in boldface italics; the major
mutations (D30N, G48V, I50V, V82A/F/T, I84V, L90M) are marked at the top of the consensus sequence (), as are the minor mutations (L10I/V, K20M/R, L24I,
V32I, L33F, M36I, M46I/L, I47V, I54L/V, L63P, A71T/V, G73S, V77I, N88D) (ƒ). The functional domains of the protease (, active site [amino acids 22 to 34]; ,
ﬂap region [amino acids 47 to 56]; , substrate binding site [amino acids 78 to 88]) are shown under the consensus sequence.
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seen, but two accessory mutations—R211K (43.6%) and
G333E (3.5%)—were found. These mutations facilitate dual
resistance to AZT and lamivudine (3TC) in association with
M184V and other AZT resistance mutations (17, 21). In con-
trast to NRTIs, only major mutations associated with resis-
tance to NNRTIs were seen. A pol subtype J isolate from one
patient originally from CAR had a mutation (V108I) associ-
ated with resistance to nevirapine and efavirenz. In keeping
with previous reports, major mutations to NNRTIs were
present in all four group O isolates.
In conclusion, the prevalence of major mutations associated
with resistance to NRTIs, NNRTIs, and PIs is very low among
non-B group M HIV-1 isolates of African origin, whereas
many minor or accessory mutations related to resistance to
NRTIs and PIs are present as natural variants. Phenotypic and
clinical studies are necessary to determine whether, when an-
tiretroviral therapy is started, these viruses generate multidrug-
resistant strains more rapidly.
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1.1.2 Importance de la nomenclature des mutations et des sous-types/CRF dans l’étude de
l’impact de la diversité génétique du HIV-1 sur l’efficacité antirétrovirale
A- Réponse
La caractérisation des mutations de résistance a permis de distinguer les mutations
majeures qui, à elles seules, impliquent une résistance des mutations mineures, qui
n’induisent pas de résistance mais pourraient jouer un rôle dans l’amélioration du fitness d’un
virus résistant [31, 48, 251]. Ces mutations n’ont pas un rôle bien défini dans la résistance,
c’est pour cela qu’il est nécessaire de distinguer les 2 sortes de mutations. Cette distinction
n’est pas toujours clairement respectée dans la littérature. De plus, l’étude de l’impact de la
diversité génétique sur la réponse thérapeutique nécessite l’application de la nomenclature
internationale classant les différents variants génétiques HIV-1, afin que les résultats soient
cohérents et comparables [234].
La correspondance suivante répond à un article concluant à la haute prévalence du
sous-type G et des polymorphismes naturels sur la protéase chez des immigrés de Madrid
[121]. Leurs analyses phylogénétiques de la protéase ne notent pas de différence entre le sous-
type G et la forme recombinante CRF02_AG, concluant la prédominance du sous-type G.
Il est à noter que l’analyse phylogénétique d’un fragment de faible taille (297 pb) et
conservé, tel le gène codant la protéase, manque de précision, du fait de valeurs de bootstraps
faibles. Une analyse plus détaillée de l’arbre phylogénétique des isolats espagnols montre que,
dans le cluster identifié en sous-type G par les auteurs, peuvent être distingués le sous-type G
et le CRF02_AG.
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Figure 28. Arbre phylogénétique de la région codant la protéase d’échantillons classés en sous-type G
incluant les séquences des isolats espagnols précédés d’un G et des références (les flèches notent les
références CRF02_AG).
Des analyses phylogénétiques additionnelles, en utilisant la méthode "Maximum
Likelihood", ont conforté cette distinction entre G et CRF02_AG. De plus, les signatures du
sous-type G, identifiées dans le précédent article, telles les substitutions K20I et V82I,
permettent également de distinguer les 2 variants. Les sous-types G ont les deux substitutions
alors que les CRF02_AG n’ont que K20I, la fin de la protéase ne s’avérant pas être du sous-
type G. Le CRF02_AG peut être considéré comme une entité distincte du sous-type A et G,
quelle que soit la région étudiée. Cette distinction entre CRF02_AG et sous-type G est
d’autant plus importante que le sous-type G s’avère moins sensible aux IP in vitro. Les études
épidémiologiques sur HIV-1 doivent respecter la nomenclature internationale des mutations
ainsi que celle des sous-types/CRF.
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High prevalence of CRF02_AG and many minor resistance-related mutations at the protease gene among
HIV-infected treatment-naive immigrants in Madrid
HIV-1 can be subdivided into groups (M, N, O),
subtypes (A–D, F–H, J, K), sub-subtypes and circulat-
ing recombinant forms (CRF; CRF01–CRF14),
which are powerful molecular epidemiological markers
to track the course of the HIV-1 pandemic [1]. The
geographical distribution of HIV variants is heteroge-
neous, and it is now well established that subtypes as
well as CRF play a major role in the global HIV/AIDS
epidemic. Therefore, it is important that molecular
epidemiological studies distinguish subtypes and CRF
in accordance with the HIV updated nomenclature
[1,2].
There is also evidence that differences related to the
efﬁciency of diagnostic assays and antiretroviral drugs
exist among the various HIV-1 variants [1]. Amino
acid substitutions associated with resistance to reverse
transcriptase and protease inhibitors (PIs) have been
extensively characterized, and can be classiﬁed into
major and accessory (modifying) mutations. Acces-
sory (or minor) mutations may not result in a
signiﬁcant decrease in susceptibility, but are asso-
ciated with an increase in viral ﬁtness (replication
capacity) or increase the resistance level associated
with major mutations. Many studies have shown
that, in particular, minor mutations in the protease
gene are often present as natural variants in non-B
HIV-1 strains [3].
In a recent issue of AIDS, Holguin et al. [4] reported a
high prevalence of HIV-1 subtype G and natural
polymorphisms at the protease gene among HIV-
infected immigrants in Madrid, and concluded that this
might compromise the response to PIs. The authors
recommended that HIV subtyping should be consid-
ered in treatment guidelines. In that paper, two issues
were not addressed carefully enough, resulting in
insufﬁciently supported conclusions, also reﬂected in
the title of the paper. First, the authors did not
discrimate between pure subtypes and CRF in their
phylogenetic analysis. One way to identify CRF is by
sequencing two or more fragments of the genome,
performing separate phylogenetic analysis with a differ-
ent clustering in the two regions, thereby conﬁrming a
breakpoint between the analysed regions. However,
the apartial gag, pol or env sequence can also provide
information with regard to the presence of subclades or
recombinant viruses; for example, in phylogenetic
trees. CRF02-AG strains form a different subcluster
among subtype A in env and gag, CRF06-cpx strains
form a separate subcluster within subtype G in env and
also within subtype A in gag, etc. The phylogenetic
analyses of small length fragments, like the protease
gene, do not contain enough phylogenetic information
to perform a phylogenetic analyses with conﬁdence.
Although in protease, CRF02_AG forms a subcluster
within subtype G, it is not supported by high bootstrap
values, especially when a large number of samples is
included in the neighbour joining analysis. However, if
a maximum likelihood or neighbour joining phyloge-
netic tree analysis with a few reference sequences is
performed, it is clear that some sequences cluster within
the CRF02 subclade and others within the subtype G
reference sequences (Fig. 1a). More detailed analyses of
the sequences from Holguin et al. [4] thus suggest that
the majority of their samples are in fact CRF02-AG
strains and not subtype G.
Second, all mutations identiﬁed in the protease se-
quences (L10I/V, K20I/R, M36I, L63P/others, A71V,
V77I) were accessory mutations; no major mutations
were reported. The implication for susceptibility to
antiretroviral drugs of the presence of only accessory
mutations still has to be investigated. A few studies
[5,6] have shown that the presence of some accessory
mutations in the protease gene at baseline do not
inﬂuence the clinical outcome of highly active antire-
troviral therapy, but more data and a longer follow-up
are necessary to identify whether the pre-existence of
accessory mutations could inﬂuence the rate at which
highly resistant viruses appear during treatment, and to
what extent they could compensate for the reduced
ﬁtness of resistant mutants [7]. Holguin et al. [4]
mentioned a clinical study showing that the presence of
three or more PI resistance mutations at baseline was
among the best predictor of virological failure in
individuals treated with PI-containing regimens [4,8],
but 69% of patients carried major mutations associated
with resistance at baseline. It is thus important to
distinguish between major and minor (accessory) muta-
tions. It has been suggested that subtype G strains have
a decreased in-vitro susceptibility to PIs [9]. A poly-
morphism (V82I) at a position where major resistance
mutations can occur (V82A/T/F/S) has previously
been described as a subtype G signature [3], but its
implication on the susceptibility to PI was not eluci-
dated. In-depth phylogenetic analyses on the non-B
samples from Madrid conﬁrmed that all the sequences,
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including the V82I mutation in the study from Holguin
et al. [4], belonged to subtype G (Fig. 1b).
Overall, the non-B HIV-1 strains from Madrid are
predominantly CRF02-AG variants, and no major
mutations associated with resistance are present. It is
important that studies on the molecular epidemiology
of HIV or on the presence of resistance mutations in
treatment-naive patients clearly deﬁne to which sub-
type/CRF strains belong, and also discriminate be-
tween minor and major mutations.
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1.2 Implications de la diversité génétique du HIV-1 sur la sensibilité virale (phénotype)
A- Introduction
Peu de données phénotypiques sont disponibles sur les souches non-B. Palmer et al
ont montré que les trois classes d’antirétroviraux (INRT: AZT, 3TC, ddI; IP: ritonavir;
INNRT: névirapine) sont efficaces sur des souches de sous-types A, C, D et E, hormis une
sensibilité légèrement plus faible du sous-type D à ces molécules [202]. Ils ont montré ensuite
que les souches non-B sont sensibles à l’AZT mais également à de nouvelles molécules, tels
le ténofovir et l’adéfovir (inhibiteur nucléotidique de la RT) [203]. Des études phénotypiques
sur le sous-type C montrent que le polymorphisme n’entraîne aucun changement de sensibilité
aux IP [252]. Quelques souches de sous-type G ont été montrées avec une baisse de sensibilité
vis-à-vis de certains IP [71].
Nous avons montré que les souches non-B présentent de nombreuses mutations
mineures, notamment sur le gène de la protéase et des polymorphismes à des positions de
mutations majeures, notamment sur des sites impliqués dans la résistance aux INNRT. Il est
donc nécessaire d’étudier l’impact de la diversité génétique du HIV-1 sur la sensibilité
antirétrovirale, et plus exactement de déterminer le phénotype de ces souches par rapport aux
antirétroviraux actuels. Nous avons constitué un panel de souches de sous-types/CRF
représentatifs de la diversité génétique du HIV-1, provenant de patients naïfs de traitement et
de différentes origines géographiques. Les souches sont testées pour mesurer l’IC50 des IP et
des INNRT, seules ces deux classes d’antirétroviraux ont été choisies du fait des mutations
détectées. Nous avons étudié l’influence du nombre de mutations mineures sur la protéase sur
le phénotype de résistance aux IP et nous avons testé les polymorphismes sur la protéase, tel
V82I chez les souches de sous-type G et sur la RT, tels A98S, V106I et V179I. Par
comparaison de l’IC50 avec la souche de référence sensible aux différents antirétroviraux
(LAI), nous avons déterminé la sensibilité des souches, exprimée par le rapport de l’IC50 de la
souche à tester sur l’IC50 de la référence ("–fold").
B- Matériel et méthode
* Panel. Le panel est constitué de souches non-B prédominantes en Afrique de l’Ouest
et centrale, notamment CRF02_AG et CRF06, mais également de sous-types circulant dans
ces régions, D et G. La forme CRF02_AG étant majoritaire, un nombre conséquent de
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souches appartenant à cette catégorie est choisi, avec un nombre croissant de mutations
mineures sur la protéase. De plus, l’étude de la sensibilité du sous-type G aux IP permettra de
définir si ce sous-type est réellement moins sensible aux IP [71]. Le sous-type D apparaît être
important du fait d’une résistance plus fréquente à la névirapine [80]. Il est à noter que la
technique phénotypique utilisée nécessite au préalable un isolement viral, constituant une
importante limite technique.
Tableau 27. Panel de souches non-B incluant des sous-types (G et D) et des CRF
(CRF02_AG, CRF06) avec leur origine et leurs caractérisations génotypiques (pol).
Souche Origine
Génotype
pol
Mutations IP
Nombre de
mutations sur
la protéase
Mutations
INRT
Mutations
INNRT
LAI France B (référence) - 0 - -
MP1023 Cameroun CRF02 K20I, M36I 2 - -
MP1093 Cameroun CRF02 K20I, M36I 2 - V106I
MP1030 Cameroun CRF02 L10I, K20I, M36I 3 R211K -
MP810 Cameroun CRF02 L10V, K20I, M36I, V77I 4 R211K -
MP971 Cameroun CRF02 L10V, K20I, M36I, L63S 4 - -
MP1033 Cameroun G K20I, M36I, V82I 2+V82I - -
MP962 Cameroun G K20I, M36I, V82I 2+V82I - -
MP1479 Guadeloupe G L10I, K20I, M36I, V82I 3+V82I - -
MP945 RCA D - 0 - -
MP634 Cameroun D L10V, M36I, L63S, V77I 4 V118I, R211K V179I
MP1471 Burkina Faso CRF06 K20I, M36I 2
MP1426 Burkina Faso CRF06 K20I, M36I, L63P 3 A98S
* Méthode [287].
Isolation des PBMC à partir d’un buffy-coat.
Les milieux complets utilisés sont composés de RPMI supplémenté de 15 % en sérum
de veau fœtal (SVF), 2 mM glutamine, et 20 µg/ml gentamycine. Le "buffy-coat" fraîchement
collecté est dilué dans du RPMI puis les PBMC sont séparés sur LymphoprepTM. Après
centrifugation, l’anneau lymphocytaire est récupéré puis lavé. Les PBMC sont repris et
stimulés dans un milieu complet avec phytohémagglutinine (PHA, 2 mg/ml) à une
concentration de 2.106 cellules/ml et incubés pendant 3 jours à 37°C et 5% de CO2. Ensuite,
ils sont repris en milieu complet IL-2 (5 U/ml) à la même concentration.
Chapitre II : Diversité génétique du HIV-1 et ses implications sur la résistance
220
Elaboration d’un stock viral.
Un aliquot de surnageant (environ 1 ml) est additionné à 10.106 PBMC stimulés et le
tout est incubé pendant 30 mn à 37°C et 5% CO2, puis complété à 10 ml de milieu complet
IL-2. Tous les 3-4 jours, environ 8.106 PBMC sont ajoutés au stock avec changement du
milieu complet IL-2, avec augmentation croissante du volume final. Toutes les semaines, la
réplication du stock viral est vérifiée en mesurant l’activité RT (RetroSys, Innovagen, Suède).
Après 3 semaines de culture, l’activité RT atteint une valeur "pic", le stock est alors aliquoté
et conservé à –80°C.
Titration du stock viral.
Le stock est dilué de 4-2 à 4-9 en milieu IL-2, en présence de 200000 PBMC. A J4, est
changé le milieu de culture. A J7, le surnageant est testé pour son activité RT (Retrosys,
Innovagen, Suède). Le titre, et plus exactement la TCID50/ml (Tissue Culture Infectious Dose
50%), est calculé selon la formule de Spearman-Karber, fonction des puits positifs en activité
RT: M = xk + d [0,5 – (1/n) (Yr)], avec xk = dose de la dilution la plus haute (xk = 9), r =
nombre de réponse négative (activité RT négative), d = écart entre dilutions = 1, n = puits par
dilution (n = 3).
Titre 50% = 4M = 4 l9+(0,5-1/3(Yr))m, converti en 10X: x = M.log4; le titre 50% est 10X.
Pour calculer la TCID50/ml du stock viral, la dilution originale peut être corrigée en
multipliant par 5 (200 µl de 1 ml): TCID50/ml = 5 x 4 l
9+(0,5-1/3(Yr))m
Mesure de la sensibilité du virus aux antirétroviraux.
Les molécules à tester (IP: indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir; INNRT:
névirapine) fournies par le NIH (National Institute of Health, AIDS Research and Reference
Reagent Program, Rockville, Etats-Unis) sont reprises dans le DMSO. Chaque puits contient
200000 PBMC activés en PHA, 100 TCID50 du stock viral et les molécules diluées en
triplicate (généralement de 10-4 à 10-11 M). En parallèle, sont réalisés des puits contrôles
(cellules ou virus). A J4, est changé le milieu de culture. A J7, le surnageant est testé pour
déterminer l’activité RT de la souche virale; l’IC50 est ainsi déterminée à partir de la courbe
logarithmique représentant l’inhibition de l’activité RT. Cette IC50 est comparée à l'IC50 d'une
souche de référence sensible. Parallèlement aux antivirogrammes, est testée la toxicité des
molécules.
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C- Résultats préliminaires
Les IC50 sont déterminées à partir des courbes logarithmiques reflétant l’inhibition de
l’activité RT. Le taux de résistance est déterminé par le rapport ("-fold") de l’IC50 de la
souche à tester vis-à-vis d’une molécule sur l’IC50 de la souche de référence vis-à-vis de la
même molécule (souche LAI de sous-type B).
Tableau 28. Mesures des IC50 (nM) du panel vis-à-vis des IP et des INNRT: calcul du "fold"
par comparaison avec la souche de référence B.
Souche
Génotype
pol
IC50
NFV
-fold
IC50
IDV
-fold
IC50
RTV
-fold
IC50
SQV
-fold
IC50
NVP
-fold
LAI
B
référence
70 1 472 (4) 1 478 (3) 1 50 (3) 1 316 (5) 1
MP1023 CRF02 780 11,1 780 1,6 740 1,5 75 1,5 - -
MP1093 CRF02 55 0,8 920 1,9 940 (2) 2,0 0,3 0,01 725 (2) 2,3
MP1030 CRF02 750 10,7 750 1,59 730 1,5 81 1,6 - -
MP810 CRF02 820 11,7 890 1,9 900 1,9 - - - -
MP971 CRF02 850 12,1 850 1,8 850 1,8 75 1,5 - -
MP1033 G - - 68 0,1 85 0,2 60 1,2 600 (2) 1,9
MP962 G 750 10,7 780 1,6 880 1,8 83 1,66 - -
MP1479 G 750 10,7 780 1,6 430 0,9 7,5 0,1 - -
MP945 D 970 13,9 880 1,9 900 1,9 - - 250 0,8
MP634 D 800 11,4 700 1,5 480 1,0 90 1,8 81000 (2) 256
MP1471 CRF06 940 13,4 790 1,7 900 1,9 88 1,76 630 2,0
MP1426 CRF06 900 12,9 98 0,2 930 1,9 327 (3) 6,54 47450 (2) 150
Les antirétroviraux utilisés sont: NFV (nelfinavir), IDV (indinavir), RTV (ritonavir), SQV
(saquinavir), NVP (névirapine). En indice de la valeur de l'IC50 (moyenne), sont notées le
nombre de répétitions de l’antivirogramme.
Deux souches appartenant au sous-type D et au CRF06 apparaissent résistantes à la
névirapine, elles ont des IC50 de 256 et 150 fois plus élevée que la souche de référence
sensible à cette molécule. Ces deux souches ont des polymorphismes sur la RT à des positions
associées à des résistances aux INNRT, V179I et A98S, respectivement.
Les changements de sensibilité des autres souches par rapport à d’autres molécules
apparaissent peu significatifs, excepté pour le nelfinavir où les valeurs de ratios ("–fold")
apparaissent plus élevées (environ 10). La souche (MP1093) avec le polymorphisme à une
position de mutation majeure V106I ne présente pas de changement de sensibilité à la
névirapine.
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D- Discussion
Nous avons obtenu des résultats préliminaires sur la sensibilité des souches non-B aux
IP et aux INNRT. Certains résultats, en plus du test en triplicate, ont été réalisés plusieurs
fois. La technique utilisée est lourde, onéreuse et s’avère plus ou moins reproductible. Les
résultats des tests phénotypiques s'avèrent variables entre différents essais. Il a été montré que
les ratios entre l'IC50 de la souche testée sur l'IC50 de la souche de référence ("-fold")
pouvaient varier de 2 à 5 fois entre tests [286]. Une souche sera considérée comme résistante
à la névirapine si le ratio est supérieur à 20 et résistante aux IP utilisés si les ratios sont
supérieurs à 10.
Figure 29. Niveaux de résistances phénotypiques (blanc: sensible; pointillé: faible taux de
résistance, difficilement interprétable; noir: taux de résistance élevé, correspondant à l’échec
virologique) observés en clinique contre les IP et INNRT utilisés dans nos essais [286].
La sensibilité aux IP ne s’avère influencée ni par les mutations mineures (quelque soit
leur nature ou leur nombre), ni par les polymorphismes du gène de la protéase. De plus, les
trois souches de sous-type G s'avèrent sensibles aux IP testés. Il est à noter des ratios à la
limite du seuil de résistance au nelfinavir, mais l'IC50 de la souche de référence vis-à-vis de
cette molécule doit être validée du fait qu'elle n'a été réalisée qu'une seule fois en triplicate. Il
a été montré que les IC50 de la souche B vis-à-vis du nelfinavir, indinavir et ritonavir sont de
même ordre, ainsi l'IC50 de référence vis-à-vis du nelfinavir que nous avons obtenu doit être
sous-estimée.
101 100 1000
Névirapine
Saquinavir
Ritonavir
Indinavir
Nelfinavir
fold
?
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En revanche, deux souches ont été détectées avec une réduction de sensibilité vis-à-vis
de la névirapine, sachant que nous avons pour l’instant testé seulement 6 souches (2/6,
33,3%). Ces deux souches présentent des polymorphismes sur la RT (A98S, V179I). Il reste à
savoir si ce sont ces polymorphismes qui induisent cette baisse de sensibilité ou si ce sont des
mutations non encore déterminées. Dans un premier temps, nous avons sélectionné d’autres
souches avec ces polymorphismes que nous testerons vis-à-vis de la névirapine. Si celles-ci
n’induisent pas cette conséquence, nous étudierons, dans un deuxième temps, toutes les
substitutions de la RT. D’autre part, le polymorphisme V106I (sur la souche MP1093) ne
semble pas réduire la sensibilité à la névirapine. Cette donnée pourrait être utile pour corriger
l’interprétation des résistances de certains algorithmes (voir Chapitre II, 1.1.1).
Deux études phénotypiques ont été menées sur des échantillons HIV-1 de sous-types
non-B à Abidjan, Côte d’Ivoire, notamment sur des CRF02_AG [3, 274]. Elles confortent nos
résultats sur la non-influence des mutations mineures sur la sensibilité aux IP. En revanche,
les ratios entre les IC50 de référence et de la souche à tester (–fold) apparaissent beaucoup plus
faibles que ceux résultant de notre étude, à cause de la différence de techniques utilisées. Les
données phénotypiques sur les souches ivoiriennes sont obtenues à l'aide de tests
commercialisés, par conséquent plus reproductibles. Les ratios sont différents, suivant les
techniques utilisées. Au total, ces études phénotypiques ont montré 6 souches sur 33 (18,1%)
avec une faible baisse de sensibilité aux antirétroviraux suivants: névirapine (n=1), nelfinavir
(n=1), abacavir (n=1; souche avec la mutation L210M), delavirdine (n=2) et efavirenz (n=1).
La question est de savoir s’il y a une réelle baisse de sensibilité ou si les ratios doivent être
réadaptés en fonction des souches non-B, sachant qu’ils ont été évalués sur des souches B.
Il s’avère que les données phénotypiques sont nécessaires à la détection et à la mesure
de la résistance. Nos essais phénotypiques apparaissent intéressants, mais un plus grand
nombre d’isolats doivent être nécessairement analysés pour que les résultats soient
significatifs. La technique sur PBMC apparaît trop fastidieuse et fournit des résultats moins
reproductibles que certaines autres techniques phénotypiques. C’est pour cette raison que
nous projetons d’installer la technique RVA au sein du laboratoire afin d’obtenir des résultats
plus reproductibles et plus rapides.
1.3 Conclusions
Nos études sur l’impact de la variabilité génétique des souches HIV-1 non-B montrent
de nombreuses mutations mineures et des polymorphismes sur le gène codant la protéase et la
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RT. L’étude de sensibilité aux antirétroviraux a été conduite de façon à répondre à ces
questions relevées par les résultats génotypiques, c’est-à-dire d’étudier l’impact des mutations
mineures sur la sensibilité aux IP et l’impact des polymorphismes à des positions associées à
des résistances aux INNRT.
D’une part, les souches non-B présentent naturellement de nombreuses mutations
mineures, notamment sur la protéase. La mutation M36I est présente dans tous les sous-types
non-B et la mutation L10I/V est présente sur 26% des souches analysées. Nos résultats
préliminaires in vitro suggèrent que les mutations mineures n’abaissent pas la sensibilité aux
IP, quelque soit leur nombre ou leur nature. Des hypothèses ont été formulées, notamment à
partir de données cliniques, pour expliquer l’implication des mutations mineures sur l’échec
thérapeutique. Perno et al ont montré que les mutations aux codons 10 et 36 de la protéase
sont prédictives d’un échec virologique [212]. Dans le développement de la résistance in
vitro, elles contribueraient à l’amélioration du fitness viral, abaissé par des mutations
majeures de résistances. Cette hypothèse est fortement confortée par le fait que la mutation
L10I est strictement requise pour la réplication des souches virales avec les mutations
majeures G48V et V82A. Il serait ainsi possible que le même mécanisme opère in vitro et que
la présence de la mutation au codon 10 et/ou au codon 36 favorise la sélection de souches
avec des mutations majeures, avec un fitness adéquat pour répliquer et surpasser le virus
sauvage, en présence d’IP. Donc, si l’acquisition de mutations mineures est indispensable à un
haut taux de résistance, les souches non-B pourraient acquérir la résistance plus rapidement
du fait de la préexistence de mutations mineures.
D’autre part, nous analysons l’impact de polymorphismes à des positions de mutations
majeures. Nous montrons que deux souches provenant de patients naïfs sont résistantes à la
névirapine, celles-ci présentant des polymorphismes. Il est nécessaire d’étudier sur une plus
grande échelle la prévalence de résistance naturelle à la névirapine des souches non-B. Cette
molécule est fortement utilisée, notamment elle est incluse dans les HAART, mais est
également utilisée pour prévenir la transmission mère-enfant.
Il est donc nécessaire de suivre des cohortes de patients infectés par des sous-types
non-B afin d’étudier l’impact des mutations mineures et des polymorphismes sur l’émergence
de résistances aux antirétroviraux.
Chapitre II : Diversité génétique du HIV-1 et ses implications sur la résistance
225
2. Résistance génotypique sélectionnée sous pression médicamenteuse
Les thérapies antirétrovirales ont permis de réduire considérablement la mortalité des
individus infectés par HIV dans les pays industrialisés, mais sont très peu accessibles dans les
pays en développement du fait de leur coût très élevé, alors que ces pays sont les plus atteints
par l’infection, avec 70% des patients infectés vivant en Afrique subsaharienne [198].
Avec la diffusion de plus en plus importante d’antirétroviraux dans les pays du Sud,
l’émergence de souches résistantes aux antirétroviraux représente un enjeu majeur de santé
publique. En effet, les conditions sociales, économiques et sanitaires sont d’autant de facteurs
favorisant une mauvaise observance du traitement et donc, l’émergence potentielle de
résistances. Parmi les obstacles majeurs, figurent, entre autres, une circulation parfois
anarchique des molécules, des problèmes d’approvisionnement en médicaments, le manque
d’infrastructures, l’insuffisance de personnels formés, le coût des examens biologiques
nécessaires au suivi du patient et les problèmes économiques.
De même que la variabilité naturelle, la sélection de mutations de résistance sous
pression médicamenteuse doit être également étudiée chez des patients infectés par des sous-
types non-B, notamment les différences de sélection de mutations de résistance. Il est d’autant
plus important de caractériser les profils de résistance des souches non-B du fait qu’ils ont été
déterminés seulement sur des souches de sous-type B.
Dans cette partie, nous avons étudié deux expériences thérapeutiques menées en
Afrique de l’Ouest et centrale:
¾ pour étudier les sélections de mutations chez des patients infectés par des souches
non-B.
¾ pour comparer la sélection de résistances suivant le suivi biologique et virologique.
D’une part, nous avons étudié dans une population gabonaise l’impact de la prise
d’antirétroviraux sans suivi biomédical sur la sélection de résistance, ainsi que
l’influence de traitement suboptimal. D’autre part, nous avons étudié la faisabilité et
l’efficacité d’une mise en place de HAART en Afrique, plus précisément au Sénégal
où sont réalisés les suivis biologiques et virologiques pour chaque patient.
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2.1 Cas des "antirétroviraux anarchiques": exemple d’une expérience thérapeutique au
Gabon
A- Introduction
Nous avons mené une étude sur les conséquences de prises d’antirétroviraux avec un
suivi suboptimal, à Libreville, Gabon. Un don a permis un accès aux antirétroviraux limité à
un certain nombre de patients. Le manque d’infrastructures à Libreville ne permet pas de
suivre l’efficacité de la réponse thérapeutique, aucun suivi ni immunologique ni virologique
n’est effectué. L’utilisation inappropriée d’antirétroviraux et l’absence de "monitoring" du
traitement sont des facteurs favorisant considérablement le développement de résistance.
Nous avons étudié l’émergence de résistance du HIV-1 aux antirétroviraux dans cette
population gabonaise sans "monitoring" thérapeutique.
B- Matériel et méthodes
Cette étude décrit 22 patients ayant bénéficié d’un accès aux antirétroviraux. Aucune
mesure tels le taux de CD4 et la charge virale n’a été effectuée. Les 22 patients ont reçu des
antirétroviraux avec une durée médiane de 17,7 mois (1-36 mois), soit en bithérapie (ddI+d4T
(n=9), AZT+3TC (n=2), AZT+ddI (n=1)), soit en trithérapie (indinavir+3TC+d4T (n=1));
pour certains, le traitement exact n’est pas connu. Nous avons étudié, en parallèle, 13 patients
naïfs de traitement pour mettre en évidence le polymorphisme naturel des souches circulant
au Gabon et la résistance primaire potentielle. Après extraction et rétrotranscription de l’ARN
de chaque échantillon, le gène pol est amplifié et directement séquencé. Les séquences sont
analysées par phylogénie pour déterminer le sous-type ou la forme recombinante, ensuite sont
détectées les mutations de résistance.
C- Résultats
Sur les 22 échantillons provenant de patients traités, 19 (86,4%) ont été amplifiés,
prouvant un traitement inefficace du fait d’une charge virale détectable, et plus exactement
une charge virale supérieure à 1000 copies/ml, seuil de détection de la PCR. Les 13 souches
des patients naïfs ont été amplifiées.
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L’analyse phylogénétique des séquences pol partielles montre une importante diversité
des isolats HIV-1, avec la co-circulation de 6 sous-types (A, B, D, G, H et J), de 3 CRF (01,
02, 11) et de recombinants uniques.
Figure 30. Distribution des sous-types/CRFanalysés sur le gène pol dans l’étude au Gabon.
Sur les 19 patients traités avec une charge virale détectable, 11 (58%) ont sélectionné
des mutations majeures de résistances aux IP (n=1): V82T; aux INRT (n=9): T69N, V75T,
Q151M, M184V, T215Y et aux INNRT (n=1): Y181C. La mutation la plus fréquente est
T215Y, sélectionnée avec d’autres NEM telles M41L et D67N.
L’analyse de la protéase montre une haute fréquence de polymorphismes, retrouvée
également dans la population naïve de traitement, suggérant que ces mutations ne soient
sélectionnées par les molécules mais présentes naturellement, telles les mutations mineures en
positions 10, 20, 36 et 63 [204]. Le polymorphisme V82I (n=4) est également observé, autant
dans la population naïve que traitée. Aucune mutation majeure n’est observée dans la
population naïve. En revanche, très peu de mutations dans la RT ne sont détectées dans la
population naïve (A98G, V118I), seulement quelques polymorphismes à des positions de
mutations majeures (T69P, K101Q, V106I).
CRF02 (38%)
A (22%)
G (9%)
D (6%)
CRF11 (6%)
B (3%)
H (3%)
J (3%)CRF01 (3%)
K/D (3%)
K/? (3%)
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Figure 31. Mutations associées à des résistances aux antirétroviraux sur le gène codant la protéase (a) et la RT
(b) en fonction de la population naïve (en blanc) ou traitée (en noir). Les polymorphismes sont notés entre
parenthèses.
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Nous avons également interprété les différents profils de mutations selon 3
algorithmes: ANRS, Stanford et Rega (Tableau 29.) [239, 255, 256, 283]. De nombreuses
différences d’interprétation ont été décelées, notamment l’interprétation des NEM, Y181C et
V82T. De plus, le polymorphisme V106I est considéré à induire une résistance à la névirapine
et à la delavirdine selon l’algorithme de Rega, alors qu’il n’est pas considéré selon les deux
autres algorithmes. De même, le polymorphisme K101Q induirait une résistance intermédiaire
selon l’algorithme de Rega. Le profil de mutation du patient naïf N26/05 (A98G, V106I)
présente des discordances d’interprétation: sensible pour l’ANRS, intermédiaire pour Stanford
et résistant pour Rega.
Dans la population traitée, la prévalence des résistances est de 58% (11/19) selon les
algorithmes de Stanford et de l'ANRS et de 63% selon l'algorithme de Rega (12/19), prenant
en compte la mutation V106I. De même, aucune résistance aux antirétroviraux n'est détectée
selon les algorithmes de Stanford et de l'ANRS dans la population naïve alors qu'un patient
(7,2%) présente des résistances aux INNRT (A98G+V106I) selon l'algorithme de Rega.
Il est à noter également des discordances non-significatives, du fait des interprétations
à trois niveaux (Sensible, Intermédiaire et Résistant). Pour les algorithmes de Stanford et de
Rega, le niveau intermédiaire correspond à un faible potentiel de résistance et à un avis
défavorable si des alternatives thérapeutiques sont possibles, respectivement, alors que pour
l’algorithme de l’ANRS, il correspond à un réel changement de sensibilité antirétrovirale.
Une autre importante différence d’interprétation selon les algorithmes est l’implication
des mutations mineures sur l’efficacité des IP. L’algorithme de Rega considère qu’à partir de
deux mutations mineures, certains IP sont à déconseiller si un choix alternatif est possible
(niveau intermédiaire).
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D- Discussion
L’émergence de résistance apparaît comme un réel problème de santé publique. Dans
cette étude, sur un nombre limité de patients, nous avons montré que 58% d’entre eux avec
une expérience thérapeutique de 17,7 mois présentent des résistances. Ces données sont
comparables à une étude à Abidjan, en Côte d’Ivoire où 57,4% de patients (n=68) ont
sélectionné des virus résistants [2].
Cette étude montre également les discordances d’interprétations des mutations de
résistances selon les algorithmes, notamment l’interprétation des mutations associées à la
résistance aux INRT. Cette constatation est également vraie pour les sous-types B. En
revanche, un autre problème se pose exclusivement pour les souches non-B, l’interprétation
des polymorphismes et des mutations mineures, notamment sur la protéase, d’où l’intérêt des
essais phénotypiques. Ceci peut entraîner des modifications dans la prévalence des résistances
aux antirétroviraux. Il est donc nécessaire de réévaluer les algorithmes d’interprétation pour
les souches non-B, d’une part, en suivant des cohortes de patients infectés par des souches
non-B et, d’autre part, en caractérisant par essai phénotypique les polymorphismes naturels
des souches non-B. Par conséquent, il est primordial que les systèmes d’interprétations soient
harmonisés.
L’absence d’infrastructures pour établir un suivi virologique et biologique ne permet
de déceler les échecs thérapeutiques. Les variants résistants pourront être alors transmis. Des
efforts considérables ont été réalisés pour la baisse du coût des antirétroviraux dans les pays
en développement. Pour éviter une rapide émergence des virus résistants, il est impératif que
des infrastructures soient implantées pour le suivi biologique des traitements et que les
antirétroviraux soient utilisés de façon appropriée.
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Summary: The protease and reverse transcriptase (RT) genes were studied in anti-
retroviral (ARV)-experienced and drug-naive HIV-1–infected individuals in Libreville,
Gabon. We have shown, although on a limited number of samples that in 58% (11/19)
of the patients, with a mean of 17.7 months of ARV drug experience, major mutations
inevitably inducing resistances to ARV drugs were present. Resistance was mainly
observed to the NRTIs (nucleoside analogue RT inhibitors). This high prevalence may
reflect inappropriate ARV drug use. In order to avoid the rapid emergence of resistant
viruses on a large scale in the developing world, it is important that the infrastructures
necessary to monitor ARV treatment are also rapidly implemented in these countries
and that clinicans are trained in the appropriate use of ARV drugs. A continuous
surveillance of the circulation of ARV drug-resistant viruses must be organized to
guide ARV treatment strategies and policies. Key Words: HIV-1—Drug
resistance—Africa—AJ313390–AJ313421.
Drugs belonging to three different classes–nucleoside
analog RT inhibitors (NRTIs), nonnucleoside RT inhibi-
tors (NNRTIs), and protease inhibitors (PIs)–are cur-
rently used in various combinations to treat HIV-infected
patients. These therapies have greatly reduced
HIV/AIDS-related mortality and morbidity in developed
countries but are not generally available in developing
countries because of their very high cost. Only a limited
number of patients have access to these drugs and in
general, no official guidelines on antiretroviral (ARV)-
drug use exist in many of these countries. It is not rare to
observe that patients receive monotherapy, or various
combinations of two or three different drugs, often with
unadapted daily doses and on a discontinuous basis as a
result of the lack of continuous supply of the drugs or to
economic constraints. In addition, laboratory infrastruc-
tures necessary to monitor response to therapy, espe-
cially to measure changes in viral load and CD4 counts,
are often not available. This inappropriate use of ARV
and the absence of monitoring the efficacy of the treat-
ment can rapidly lead to the development and spread of
drug-resistant virus strains.
Here we describe the prevalence of genotypic ARV
drug resistance among 22 ARV-experienced and 13
drug-therapy–naive HIV-1–infected people in Libreville,
Gabon. The samples from drug-naive patients were ob-
tained through a serosurveillance study conducted by the
National AIDS Control Program, in November, 2000,
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among the general population in Libreville using the
cluster-sampling technique previously described (1). In
the same year, plasma samples were obtained from 22
ARV-experienced patients in whom CD4 counts were
measured on an irregular basis and in whom viral RNA
in plasma has never been analyzed. At the time of sam-
pling 12 patients received a combination of two drugs
(didanosine [ddI] + stavudine [d4T] [n  9], zidovudine
[AZT] + lamivudine [3TC] [n  2], and AZT + ddI
[n  1]), 1 patient received a combination of three drugs
(indinavir + 3TC + d4T) and 9 did not recall exactly
which drugs they had received. Among the 22 patients, 7
patients did not remember exactly how long they re-
ceived ARV-treatment, whereas for the 15 others, the
mean duration of therapy was 17.7 months (range, 1–36
months) (Table 1).
Viral RNA was isolated from plasma and transcribed
to cDNA. The protease and RT genes (1860-base pair
[bp] fragments) were amplified from cDNA by a nested
polymerase chain reaction (PCR) method and were di-
rectly sequenced as previously described (2). Reverse
transcription (RT)-PCR was successful for all the 13
TABLE 1. Genetic subtypes in the pol region and amino acid substitutions associated with drug resistance
Patient
number
Actual ARV
treatment
Treatment
start
Resistance mutations
to PI (drugs)
Resistance mutations
to NRTI (drugs)
Resistance
mutations
to NNRTI
(drugs)
Resistance to
following drugs Subtype pol
1 ddI + d4T 5/99 L10V, M36I T69N, K70N, V75T — d4T, ddC, (ddI) A
2 ddI + d4T 4/00 M36I V118I — — D
3 ? 6/97 M36I — — — A
4 3TC + d4T + IDV 6/99 M36I, L63P K65R, K70R, V75I, F77L,
F116Y, O151M
— multi-NRTI A
5 AZT + 3TC 3/99 M36I R211K — — CRF02-AG
6 ? 11/98 M36I M41L, R211K, T215Y — ZDV CRF02-AG
7 ddI + d4T 10/98 M36I — — — CRF02-AG
8 ? ? M36I, M46I, V82I D67N, R221K — IDV, RTV,
(NFV,
SQV,
AMP)
H
9 ddI + d4T 12/98 L10I, M36I, I93L M41L, R211K, T215Y — ZDV CRF11-cpx
10 ? ? M36I K70R/K, M184V, R211K — 3TC G
11 ddI + d4T 1/98 K20R, M36I R211K, T215Y — ZDV CRF02-AG
12 ? ? M36I M41L, R211K, T215Y — ZDV CRF02-AG
13 ddI + d4T 10/98 NT nt NT NT Not amplified
14 ? 5/98 M36I, L63P M41L, D67N, T215Y — ZDV, d4T A
15 ? ? — R211K — — B
16 AZT + 3TC 2/99 L10V, M36I M184V — 3TC CRF01-AE
17 AZT + DDI 11/99 nt NT NT NT A
18 ? ? L10V, M36I — — — A
19 ddI + d4T 6/99 M36I, L63P V118I — — D
20 ? ? L10V, K20R,
M36I, I93L
R211K — — K/?-recombinant
21 ddI + d4T ? nt NT NT NT Not amplified
22 ddI + d4T 8/97 L10V, M36I, L63P K70E, V75A, R221K Y181C NVP, DLV,
(d4T)
K/D-recombinant
0202 naive — L10I, M36I CRF11-cpx
0208 naive — K20R, M36I A
0309 naive — M36I CRF02-AG
0612 naive — M36I G
1105 naive — L10I, K20R, M36I J
1406 naive — M36I CRF02-AG
1409 naive — M36I CRF02-AG
1501 naive — M36I, L63P CRF02-AG
1808 naive — K20R, M36I A
2311 naive — M36I CRF02-AG
2409 naive — M36I CRF02-AG
2605 naive — M36I V118I A98G G
3010 naive — M36I, L63P CRF02-AG
Genetic subtypes in the pol region and the amino acid substitutions (major and minor) associated with drug resistance are shown for each patient.
Major mutations are underlined and in bold. Patients 1 to 22 were receiving antiretroviral therapy (ARV); the actual drug regimen and the duration
of treatment are shown, when available. Patients 0202 to 3010 were treatment naive. NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI,
non-NRTI; PI, protease inhibitors; d4T, stavudine, ddC, zalcitabine; ddI, didanosine; AZT, zidovudine; 3TC, lamivudine, IDV, indinavir; RTV,
ritonavir; NFV, nelfinavir; SQV, saquinavir; AMP, amprenavir; DLV, delavirdine; NVP, nevirapine; NT, not tested; ?, not known.
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drug-naive patients and also for 19 of the 22 (86.4%)
drug-experienced patients, which suggests that viral
suppression was already insufficient by the current
treatments.
Phylogenetic analysis of the pol sequences (3,4), using
the CLUSTAL W program (5), showed a high genetic
diversity of HIV-1 strains in Gabon (Table 1). In de-
creasing order of importance, the following subtypes and
circulating recombinant forms (CRFs) were observed: 12
CRF02-AG (38%), 7 A (22%), 3 G (10%), 2 D (6%), 2
CRF11-cpx (6%), 1 B (3%), 1 H (3%), 1 J (3%), 1
CRF01-AE (3%), and two strains (6%) that did not clus-
ter with any of the known subtypes or CRFs. Further
analyses with the Divert and Simplot programs (6,7),
showed that these two strains were intersubtype recom-
binants with subtype K and D (n  1), and with subtype
K and an unknown subtype (n  1).
The amino acid sequences of the protease and RT
genes as determined were compared with a subtype B
consensus sequence from the Stanford HIV RT and Pro-
tease Sequence database (8) to detect mutations associ-
ated with reduced sensitivity to ARV drugs (Table 1). In
11 of 19 (58%) patients who were receiving treatment,
major mutations that induced inevitably resistances to
ARV drugs were observed, in particularly to NRTIs. The
following resistance patterns were observed: to AZT
only (n  4), to 3TC only (n  2), to AZT and d4T
(n  1), to d4T and dideoxycytidine (ddC) (n  1), to
indinavir/saquinavir (n  1), to nevirapine/delavirdine
(n  1) and in 1 patient we observed a multinucleoside
resistance profile. Many accessory mutations, which did
not result in a significant decrease in sensitivity, but
which were associated with an increase in viral fitness
(compensatory mutations) to NRTIs were also observed
in the drug-experienced population, probably as deter-
mined by this drug class. Among the 10 patients whose
therapy type was known, 3 were resistant to one (n  2)
or two (n  1) of the prescribed molecules, and 2 had
accessory mutations to one or two of the prescribed
drugs. Some patients had mutations to other drugs than
they are actually receiving, suggesting that their treat-
ment schedule was not constant over time and that they
had previously had therapy with several different drugs
or drug classes.
None of the treatment-naive patients had major muta-
tions in the protease and RT genes; accessory mutations
were seen in the RT gene in only 2 patients. In both the
drug-experienced and the drug-naive groups, many ac-
cessory mutations are observed in the protease gene:
M36I (97%), L10I/V (25%), L63P (19%), K20R (16%),
I93L (6%), and M46I (3%), and >50% of the strains
carried two, or even more, mutations. Only the subtype B
strain had no mutations. There were no significant dif-
ferences between the two populations, confirming that
many of these accessory mutations are naturally occur-
ring in non-B HIV-1 strains (2,9). At present, the exact
impact of the presence of preexisting accessory mutation
is not completely understood, but it might lead to quicker
development of viruses resistant to protease inhibitors
(2,9,10). Preliminary data suggest that earlier M36I and
L10I/V mutations are associated with a more rapid de-
crease in sensitivity during treatment (12), and it has also
been shown that subtype A, C, and G viruses have de-
creased in vitro susceptibility to protease inhibitors
(12,13). Given that most HIV-1 infections in the devel-
oping world are the result of non-B HIV-1 strains, large-
scale introduction of protease inhibitors in this part of the
world must be accompanied with clinical studies on the
efficacy of protease inhibitors in vivo on non-B HIV-1
subtypes.
In this study, we have shown, although on a limited
number of samples, that about 60% of patients with a
mean 17.7 months’ ARV drug experience have major
mutations associated with drug resistance. Our data are
comparable with those observed in Abidjan, Ivory Coast
(14). In our study, no resistant strains were circulating in
the treatment-naive population but Gabon is a country
where antiretroviral therapies have only recently been
introduced to a limited population of patients. The emer-
gence of HIV-resistant variants, as a result of inappro-
priate ARV treatment practices, is a major public health
issue. Owing to the absence in the health care infrastruc-
ture necessary to measure the efficiency of ARV drugs,
treatment failure will not be rapidly detected and resis-
tant viruses will be further transmitted. With the recent
efforts to lower the price of ARV therapy, these drugs
will now be widely introduced in many developing coun-
tries. To avoid the rapid emergence of resistant viruses
on a large scale in the developing world, it is imperative
that the structures necessary to monitor ARV treatment
should also be rapidly implemented in these countries
and that clinicians should be trained in the appropriate
use of ARV drugs. Continuous surveillance of the circu-
lation of ARV drug–resistant viruses must be in place to
guide ARV treatment strategies and policies.
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2.2 Expérience thérapeutique avec suivi biologique et virologique initiée au Sénégal
A- Introduction
Les accès aux antirétroviraux sont de plus en plus fréquemment initiés par les
gouvernements ou les ONG dans les pays en développement. A la différence de l’étude
précédente au Gabon, certaines initiatives peuvent bénéficier d’infrastructures nécessaires aux
suivis biologiques. Les mesures de paramètres immunologiques tel le taux des CD4 et de
paramètres virologiques telle la mesure de la charge virale permettent d’assurer le suivi des
patients traités et de détecter les échappements thérapeutiques potentiels. Des utilisations
inappropriées des antirétroviraux tels les régimes thérapeutiques suboptimals, l’interruption,
la faible adhérence ou l’intolérance aux antirétroviraux, peuvent entraîner une suppression
inadéquate de la réplication virale et, par conséquent, le développement de la résistance.
En 1998, le Sénégal est le premier pays d’Afrique subsaharienne à mettre en place un
programme public de distribution d’antirétroviraux sur la base d’un engagement
gouvernemental, en créant l’"initiative sénégalaise d’accès aux antirétroviraux (ISAARV)".
La même année, deux autres pays africains – l’Ouganda et la Côte d’Ivoire – s’engageaient
également dans la mise à disposition d’antirétroviraux, mais dans le cadre spécifique de
l’"Initiative ONUSIDA pour un meilleur accès aux médicaments", avec l’appui technique de
l’ONUSIDA [300, 301].
Il est à noter qu’au Sénégal, la prévalence du HIV est stable et faible, traduisant une
réelle volonté politique de lutte contre l’infection par HIV. L’ISAARV a permis d’emblée de
mettre en place un accompagnement social et bioclinique pour les patients bénéficiant
d’antirétroviraux. Les premiers résultats, après 18 mois de traitement des patients naïfs
d’antirétroviraux, montrent une efficacité virologique, immunologique et clinique de la
trithérapie, comparable à celle observée dans les cohortes occidentales, en dépit d’un stade
avancé de la maladie et d’une infection par des sous-types non-B [158]. Le suivi des patients
à plus long terme représente une opportunité d’analyser le développement des résistances aux
antirétroviraux en Afrique, dans un groupe de patients bien documenté. En particulier, à partir
de ce suivi de cohorte, nous avons étudié la prévalence et les facteurs associés à l’émergence
de virus résistants aux antirétroviraux ainsi que leur profil de mutations.
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B- Matériel et méthodes
L’efficacité du traitement est suivie à l’aide des mesures du taux de CD4 et de la
charge virale, réalisées à l’inclusion (J0) et puis tous les 6 mois.
Sur 80 patients avec un suivi virologique et biologique minimum de 6 mois, 68
patients sont naïfs à l’inclusion contre 12 ayant reçu des antirétroviraux auparavant. Les
traitements administrés sont généralement des trithérapies: 2 INRT (d4T, ddI, AZT, 3TC) et 1
INNRT (névirapine) ou 1 IP (indinavir), excepté les patients recevant une thérapie anti-
tuberculeuse, pour lesquels est administrée seulement une bithérapie.
Figure 32. Distribution des différents traitements antirétroviraux dans la population sénégalaise:
bithérapie et trithérapie.
C- Résultats
Analyse des résistances à l’inclusion. Le génotype de résistance est caractérisé à
l’inclusion chez 41 des 68 (60,3%) patients naïfs à J0 et chez 6 des 8 patients traités à J0 ayant
une charge virale détectable pour caractériser les mutations naturelles ou d’éventuelles
résistances primaires et pour optimiser le traitement.
L’analyse des arbres phylogénétiques des séquences du groupe M montre, au Sénégal,
la prédominance du CRF02_AG (54%), mais sont également présents de nombreux sous-
types (A, B, C, D et G) et des formes recombinantes circulantes (CRF06) et uniques
(recombinant entre des séquences K et des séquences ne se classifiant avec aucun sous-type
déjà identifié). Deux souches appartiennent au groupe O, celles-ci sont naturellement
résistantes aux INNRT.
IDV+d4T+ddI
(57,5%)
IDV+AZT+3TC
(13,8%)
IDV+AZT+ddI
(3,8%)
IDV+3TC+d4T (3,8%)
IDV+AZT+3TC (1,3%)
NVP+d4T+ddI (1,25%)
NVP+AZT+3TC (1,25%)
Bithérapie (17,5%)
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Figure 33. Distribution des sous-types/CRF (gène pol) dans la population étudiée au Sénégal.
L’analyse des mutations associées à des résistances dans la population naïve montre la
haute fréquence de mutations mineures, notamment sur le gène de la protéase aux positions
10 (21,3%), 20 (63,8%), 36 (78,7%), 63 (40,4%), 71 (4,2%), 77 (4,2%) et 93 (12,8%). Le
polymorphisme à la position 82 (V82I) est spécifique du sous-type G. Le gène de la RT est
moins polymorphique: A98G (4,2%), A98S (4,2%), V118I (2,1%), V179D/E/I (14,9%),
K219N (2,1%) et G333E (2,1%)
Rebonds virologiques. Durant le suivi, un test de résistance génotypique est réalisé à
chaque rebond viral correspondant, plus précisément, à une charge virale supérieure à 1000
copies/ml, limite de détection du test de résistance génotypique, après avoir été indétectable.
Tableau 30. Comparaison de l’émergence de résistance dans les deux populations: durée de
suivi et rebonds virologiques associés ou non à des résistances.
A l’inclusion (J0)
68 patients naïfs de traitement
antirétroviral
12 patients ayant déjà reçu des
antirétroviraux
Durée du suivi 18,4 mois (11,9-30) 30 mois (24,3-32,7)
Nombre de rebonds
virologiques
22 6
Emergence de résistance à des
périodes de suivi comparables
11,8% (n=8)
18,3 mois
41,7% (n=5)
17,8 mois
Treize rebonds virologiques sont associés à la sélection de mutations de résistance, sur
la protéase (V82T, I84V et N88D) et sur la RT (M41L, K70R, V75T, M184V, L210W,
T215Y et K219E). La mutation V82T, correspondant aux substitutions de GTC par ACC, a
été sélectionnée par l’indinavir chez un patient infecté par un sous-type G possédant le
polymorphisme naturel V82I (ATC), une seule substitution nucléotidique en deuxième
position du codon a été ainsi nécessaire pour induire la résistance. La mutation N88D confère
CRF02_AG
(54%)
A (11%)
C (11%)
B (6%)
CRF06 (6%)
G (4%)
D (2%)
U/K (2%)
groupe O (4%)
Chapitre II : Diversité génétique du HIV-1 et ses implications sur la résistance
239
un haut taux de résistance au nelfinavir, mais a été sélectionnée par l’indinavir chez un patient
infecté par le sous-type D. Elle a été également observée, dans une autre cohorte que nous
suivons, chez un patient camerounais infecté par le même sous-type et n’ayant reçu que de
l’indinavir [150]. D’autre part, les NEM ont été fréquemment sélectionnées par d4T.
Les discordances selon les algorithmes sont également observées pour l’interprétation
des profils de mutations des patients en échec thérapeutique (Tableau 31.). Comme pour
l’étude au Gabon, elles sont dues à l’interprétation des mutations de résistance aux IP (V82T,
I84V) et aux INRT (NEM). D’autres discordances mais non-significatives sont observées,
induites plutôt par l’attribution de la résistance en trois niveaux (voir ci-dessus). Dans la
population naïve à l'initiation, la prévalence de résistances aux antirétroviraux est de 11,8%
selon les algorithmes de Stanford et de Rega et de 10,3% selon l'algorithme de l'ANRS,
considérant le profil K70R+K219E induisant ou non des résistances à certains INRT. En
revanche, elle est concordante (41,7%) selon les 3 algorithmes dans l'autre population.
T
ableau 31. D
iscordances d’interprétation selon les différents algorithm
es (A
N
R
S=A
, Stanford=S et R
ega=R
) des profils de résistances
de patients sénégalais traités en échec thérapeutique.
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n jaune, sont notées les discordances significatives d’interprétations selon les algorithm
es et, en vert, les discordances non-significatives. L
es polym
orphism
es sont notés entre parenthèses.
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D- Discussion
La résistance au 3TC conférée par M184V est plus fréquente que celle à l’AZT
conférée par T215Y chez les patients recevant AZT+3TC, résultat en accord avec des études
suggérant le rôle protecteur de M184V sur l’émergence de mutations associées à l’AZT [155].
Les mutations aux positions 41, 67, 70, 210, 215 et 219 (NEM) ont été initialement décrites à
conférer une résistance à l’AZT, mais elles sont également sélectionnées par d4T, sans pour
autant induire de résistance phénotypique au d4T [50]. Dans cette étude au Sénégal, les
pressions de ddI et d4T ont sélectionné ces mutations (M41L, D67N, K70T, L210W, T215Y
et K219E/R), suggérant la résistance phénotypique clinique.
Les souches non-B apparaissent avoir de nombreuses mutations mineures mais
également des polymorphismes, notamment sur la protéase, mais également sur la RT avec
une moindre fréquence. Frater et al ont montré que les polymorphismes sur le gène codant la
protéase et la RT chez des patients infectés par des sous-types A, C et D n’influençaient pas
l’efficacité des trithérapies [93]. Similairement, notre étude avec un suivi plus long ne semble
pas suggérer que les mutations naturelles influencent le succès thérapeutique, notamment
celui des IP, hormis peut-être la souche de sous-type G avec 4 mutations mineures et un
polymorphisme en position 82 développant des résistances à certains IP. Des études à plus
long terme sont nécessaires pour déterminer la signification clinique de toutes ces
substitutions sur les souches non-B.
En plus du manque d’efficacité des thérapies sélectionnant des souches résistantes
chez les patients traités, la transmission possible de ces souches résistantes apparaît comme un
réel problème de santé publique. Dans les pays industrialisés, la transmission de souches
résistantes devient de plus en plus prévalente (10-26%) [312]. Au Sénégal, ainsi qu’au Gabon
(étude précédente), aucun patient naïf ne présente de résistances, mais les antirétroviraux ont
été seulement introduits que très récemment dans ces deux pays. De plus, ces études ont été
réalisées sur un faible nombre de patients.
Cette étude au Sénégal montre que la mise en place des HAART avec un suivi
clinique, biologique et logistique peut réduire le taux d’émergence de souches résistantes
(11,8%); comparée à des expériences thérapeutiques anarchiques comme au Gabon ou en
Côte d’Ivoire (58% de souches résistantes) [2]. Dans les pays en développement, les
antirétroviraux, du fait d’une baisse conséquente des prix, vont être massivement introduits;
des infrastructures sont nécessaires pour le "monitoring" des traitements pour éviter
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l’émergence rapide de résistance ainsi que des prix plus bas des tests biologiques nécessaires
au suivi du patient.
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3. Conclusions
Nos études ont montré, d’une part, le polymorphisme naturel du gène pol codant la
protéase et la RT des souches non-B et son implication phénotypique et, d’autre part, la
sélection des mutations de résistances sous pression thérapeutique chez des patients infectés
par des souches non-B.
Nous avons montré la fréquence élevée de mutations mineures chez des patients naïfs
de traitement, notamment sur le gène de la protéase, mais elles n’apparaissent pas abaisser la
sensibilité aux IP in vitro et in vivo. En revanche, l’interprétation des mutations mineures
montre des discordances selon les algorithmes utilisés, notamment la prise en compte de ces
mutations dans l’algorithme de Rega [264]. Les mutations mineures aux codons 10, 20, 36 et
71 sont retrouvées chez 5-10% des souches de sous-type B, fréquence fortement augmentée
par le traitement jusqu’à 80% [113, 138]. En revanche, elles sont présentes chez presque
toutes les souches naïves non-B.
A la différence des mutations majeures, les mutations mineures sont localisées en
dehors du site actif, pouvant affecter l’activité enzymatique via des mécanismes moléculaires,
et plus exactement la flexibilité conformationnelle [214]. Elles n’impliquent pas de résidus
chargés, n’influençant pas la réaction enzymatique du fait qu’elles ont peu d’effet sur la
liaison du substrat ou de l’inhibiteur [248]. Une autre étude montre que les mutations en
dehors du site actif de la protéase affectent la liaison de l’inhibiteur, en altérant la géométrie
de la cavité du site de liaison, à travers l’accumulation de mutations dans le core de la
protéase [189].
Figure 34. Structure de la protéase: liaison d’un IP en jaune. Les mutations du site actif sont en rouge,
en contact direct avec l’inhibiteur. Les mutations en vert sont très proches du site actif. Les mutations
en bleu correspondent aux mutations compensatoires [214].
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Ces mutations sont également dénommées secondaires ou compensatoires, premier
terme justifiant l’acquisition progressive de la résistance et deuxième terme justifiant
l’amélioration du fitness viral.
Les mutations de résistance apparaissent graduellement; les mutations majeures
précèdent généralement les mutations mineures. Cette sélection ordonnée est probablement la
conséquence d’une combinaison de niveaux de résistance et de fitness viral associés aux
mutations respectives. Cette observation a été faite à partir de cohortes de patients infectés par
des souches de sous-type B. En revanche, les souches non-B présentent naturellement ces
mutations, ce qui pourrait impliquer que les virus deviennent plus rapidement résistants du
fait de la préexistence de ces mutations. Le virus acquerrait un haut niveau de résistance dès
qu’il aurait sélectionné des mutations majeures, les mutations compensatoires étant déjà
sélectionnées. Les mutations compensatoires sont similaires pour tous les IP alors que les
mutations majeures de résistance sont différentes selon les IP. L’efficacité d’un changement
d’un IP à un autre pourrait être compromise du fait que le virus a l’opportunité de développer
des mutations compensatoires [286].
La perte d’aptitude des mutants de la protéase à se répliquer est généralement plus
marquée que celle qui caractérise la plupart des mutants de la RT [48]. Certaines mutations
primaires, en particulier, qui semblent induire des plus hauts niveaux de résistance (en
modifiant probablement de façon marquée la structure du site actif), ont à elles seules des
effets importants sur la capacité réplicative virale, par exemple, D30N, G48V, I84V.
Certaines associations de mutations conduisant à une perte notable de la capacité réplicative
(V82A+L90M, V82A+I54V) sont rarement associées ou alors avec de nombreuses mutations
secondaires. Ces handicaps réplicatifs peuvent toutefois être partiellement ou complètement
compensés par l’émergence des mutations secondaires. L’évolution du fitness viral peut être
caractérisée par deux phases, la première correspondant à la sélection du virus avec une
sensibilité antirétrovirale réduite (résistance) mais avec un potentiel de réplication affaibli et
la deuxième caractérisée par la sélection de mutations compensatoires restaurant le potentiel
réplicatif (amélioration du fitness viral) [193].
Chapitre II : Diversité génétique du HIV-1 et ses implications sur la résistance
253
Figure 35. Sélection in vivo de mutations de résistance sous pression du ritonavir, illustrant
l'évolution du fitness suivant l'acquisition des mutations [193].
Ces mécanismes compensateurs (mutations mineures, mutations du site de clivage de
la protéase) sont-ils susceptibles de corriger à long terme la perte de pouvoir réplicatif de tous
les virus résistants? Il semble qu’au fil de l’évolution d’un virus résistant, le niveau de la
résistance, notamment aux IP, s’accentue graduellement, tandis que la capacité réplicative se
dégrade. Cette dégradation est plus marquée au début de l’évolution et se stabiliserait plus
tardivement. Les mutations de compensation parviennent donc à maintenir le pouvoir
réplicatif du virus à un niveau moyen, mais ne semblent pas, dans le long terme, capables de
le restaurer complètement. Ce profil évolutif s’expliquerait par le fait que le principal moteur
de l’évolution des virus résistants in vivo est constitué par leur capacité de réplication en
présence d’inhibiteur. Les virus résistants se répliqueront toujours mieux sous traitement que
le virus sauvage, mais leur niveau de réplication sera toujours relativement moins bon que
celui qui était atteint par le virus sauvage avant le traitement.
Les mutations mineures L10I et M36I ont été associées à un échec virologique (à la
24ième semaine), mutations strictement requises pour la réplication de certains mutants [212].
De même, les polymorphismes aux positions 10, 36, 63 et/ou 77 sur la protéase ont été
qualifiés de marqueurs sensibles de l’échec des IP [211]. Une étude récente montre que la
préexistence de mutations mineures sur le gène de la protéase (codons 10, 36, 63, 71 et 77) a
des implications sur l’évolution du fitness et sur la réponse virologique à la thérapie
antirétrovirale [296]. En revanche, Pillay et al ont montré que la réponse virologique après 48
semaines de HAART est similaire selon le sous-type [216]. De même, Frater et al a montré
que la présence ni du polymorphisme, ni des combinaisons de mutations mineures n’est
associée à l’échec thérapeutique des HAART (12 mois) [93]. Dans une autre étude, nous
avons comparé la prévalence des mutations de résistance chez des patients suivis en France,
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infectés par des souches B et non-B, suggérant que la diversité génétique n’influencerait pas
le développement de résistances aux antirétroviraux [185]. La réponse à la thérapie
antirétrovirale apparaît comparable entre des patients africains infectés par des souches non-B
et des patients occidentaux infectés par le sous-type B [158, 299]. Des études à plus long
terme sont nécessaires pour élucider le rôle des mutations mineures. Nous continuerons de
suivre la cohorte sénégalaise, pour le suivi thérapeutique. De la même façon, nous étudierons
l’émergence des résistances aux antirétroviraux au Cameroun, où la diversité génétique du
HIV est plus accentuée [150]. Les résistances aux antirétroviraux doivent être surveillées afin
d’éviter la propagation des souches résistantes, d’où l’initiation d’un réseau de surveillance
des résistances aux antirétroviraux en Afrique (Projet ANRS 1275, coordonné au Nord par
notre laboratoire).
L’interprétation des profils de mutations s’avère complexe, d’où l’élaboration
d’algorithmes. Ceux-ci montrent des limites du fait de nombreuses discordances, pouvant
également influencer la prévalence de résistances aux antirétroviraux. Il est donc nécessaire
de continuer les études cliniques pour mieux comprendre l’association échec virologique-
résistance. Il est également nécessaire d’étudier la sensibilité phénotypique, notamment des
souches non-B, pour lesquelles peu d’informations sont disponibles. C’est dans cette
perspective que nous étudierons, en collaboration avec l’institut Rega de Louvain (Pr A. M.
Vandamme), l’impact des mutations mineures et des polymorphismes sur la sensibilité aux
antirétroviraux par la technique RVA, technique plus fiable. Nous pourrons ainsi étudier la
sensibilité antirétrovirale d'un nombre d'isolats plus significatifs. La technique RVA pourra
aussi être très utile pour résoudre les discordances d’interprétation.
Il a été montré des voies préférentielles de résistance selon le sous-type viral sous
pression thérapeutique de certaines molécules antirétrovirales. Nous étudierons l’influence,
d'une part, des mutations mineures de la protéase, notamment en fonction de leur nombre et,
d'autre part, des polymorphismes à des positions majeures, sur la rapidité à laquelle une
résistance sera sélectionnée. Le suivi d’un patient infecté par le sous-type G dans la cohorte
sénégalaise a permis de voir que le polymorphisme naturel V82I sur la protéase sous IP s’est
substitué à une mutation majeure de résistance à l’indinavir et au ritonavir. La question est de
savoir si les polymorphismes naturels au niveau de mutations majeures induiraient une
résistance plus rapide. Nous testerons également, sur des souches non-B, l’induction de
résistance par la névirapine très largement utilisée sur des souches de différents sous-types.
Cette technique d'induction de résistance permettra de démontrer in vitro les résultats obtenus
in vivo lors de cohortes thérapeutiques [295], par exemple, la sélection de la mutation N88D
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conférant une résistance au nelfinavir par des sous-types D sous indinavir et la sélection de
mutations de résistance à la névirapine plus fréquente chez le sous-type D que le sous-type A
[80].
Les souches non-B doivent être d’autant plus étudiées du fait de la mise au point des
molécules sur le sous-type B. De la même façon que les différences vis-à-vis des INRT,
INNRT et IP, les souches non-B montrent également des différences génétiques, pouvant être
impliquées dans la résistance aux inhibiteurs d’entrée [236, 292].
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L'épidémie du HIV est un problème majeur de santé publique, avec une prévalence en
continuelle croissance. En Afrique, toutes les formes du HIV circulent, aussi bien les
différents types (HIV-1 et HIV-2) et groupes (M, N et O) que tous les variants du groupe M
(sous-types, sous-sous-types, CRF). L'importante dynamique du HIV doit être surveillée,
autant dans le cadre de l'élaboration de vaccins et de tests diagnostiques que dans le cadre de
l'impact sur le traitement [178, 207]. En effet, certains montrent que le génotype peut
influencer la réponse à un vaccin, ainsi des essais vaccinaux se sont basés sur le ou les
génotype(s) prédominant(s). D'autre part, la variabilité génétique a des conséquences sur la
sensibilité des souches mais également sur la sélection des résistances.
Une des caractéristiques principales du HIV est sa grande variabilité dont toutes les
conséquences ne sont encore clairement définies. A la suite de plusieurs études
épidémiologiques, nous avons participé à l'établissement de la distribution des sous-types et
autres formes en Afrique de l'Ouest et centrale. De plus, ces travaux ont contribué à établir
une nouvelle nomenclature du HIV-1, avec la notion de CRF [234]. Ces études moléculaires
sont laborieuses du fait d'une technique de séquençage relativement lourde. Nous avons
participé à la mise au point d'une technique alternative (DEIA) pour le génotypage des
souches, technique plus efficace que l'HMA du fait de la détection du CRF02_AG, un des
CRF les plus répandus. Cette technique est plus facilement transposable dans les pays en voie
de développement que le séquençage, qui apparaît tout de même comme la technique de
référence. L'identification de nouvelles formes ne peut, par ailleurs, être effectuée qu'avec la
technique de séquençage. Nous avons mis en évidence deux nouveaux CRF, CRF06 et
CRF11, circulant activement au sein de l'Afrique de l'Ouest et centrale, respectivement. Les
analyses génétiques grâce à des outils de plus en plus performants montrent des profils de
recombinaison très complexes, avec intervention de plus de trois sous-types (jusqu'à 5 sous-
types différents) et des parties non identifiables [151]. Ces outils permettant une analyse plus
fine ont permis de mettre en évidence de plus en plus de formes recombinantes. Les formes
initialement décrites ont été réanalysées, ainsi le CRF01_AE initialement décrit inter-sous-
types A et E pourrait également être recombinant avec du sous-type G [168]. Il est à noter
qu'une structure trop fortement mosaïque, c'est-à-dire constituée de fragments courts de
différents sous-types, est difficilement analysable.
Les formes recombinantes circulantes ou uniques sont de plus en plus fréquentes,
augmentant considérablement la variabilité des souches HIV. Certaines de ces formes
deviennent rapidement prédominantes, suggérant que la recombinaison n'altère pas le pouvoir
réplicatif du virus (fitness). De plus, la recombinaison peut également se dérouler entre virus
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très divergents et engendrer par exemple des formes recombinantes intergroupes M et O
hautement réplicatives. Ces formes sont d'autant plus à surveiller du fait de l'insensibilité du
groupe O aux INNRT et d'une plus grande difficulté de ce groupe à être diagnostiqué [73,
166, 194, 245, 260]. L'étude sur les infections intergroupes M et O a également mis en
évidence les doubles infections. Les surinfections sont possibles, à la différence des
hypothèses initiales, illustrées par la fréquence des doubles infections et des nombreux virus
recombinants [21].
Nous avons mis en évidence chez des patients infectés par CRF02_AG la corrélation
entre le phénotype SI et le déclin des CD4, similairement au sous-type B, suggérant une
différence de propriétés biologiques entre la forme CRF02_AG et le sous-type C, les deux
variants les plus répandus en Afrique. Le sous-type C a été montré n'arborant quasiment que
le phénotype NSI, suggérant une progression de la maladie différente [1, 28, 208, 279]. Lors
de thérapies antirétrovirales, ce sous-type peut "switcher" du phénotype NSI au SI,
similairement au sous-type B [47, 131]. De même, le tropisme viral peut être influencé par le
traitement antirétroviral, avec une suppression transitoire des variants X4 [263].
La surveillance des résistances aux antirétroviraux est également nécessaire, pour
optimiser le traitement et pour prévenir la transmission des résistances. La mise en place de
plus en plus fréquente, mais non encore suffisante, d'accès aux antirétroviraux en Afrique
nécessite l'étude des souches non-B, autant l'étude de l'impact du polymorphisme naturel sur
la sensibilité antirétrovirale que l'étude de la sélection des mutations de résistance sous
pression des différentes molécules.
Nos travaux ont tout d'abord montré, sur des souches non-B, des polymorphismes sur
le gène de la protéase et de la RT ainsi que la préexistence de mutations mineures sur le gène
de la protéase. Certains de ces polymorphismes n'apparaissent abaisser la sensibilité aux IP ou
INNRT, alors que d'autres pourraient être impliqués dans la baisse de sensibilité à la
névirapine (données à confirmer). Il est nécessaire d'étudier la sensibilité d'un plus grand
nombre d'isolats pour tirer des conclusions pertinentes, d'où l'intérêt d'une technique
phénotypique plus reproductible (RVA). Nos perspectives sont d'étudier la sensibilité aux
antirétroviraux d'un nombre conséquent de différents sous-types et CRF, notamment
CRF02_AG, prédominants en Afrique de l'Ouest et centrale. Cela permettra d'établir l'impact
des polymorphismes des souches non-B sur l'efficacité thérapeutique. Les mutations mineures
ne préexistent pas ou peu fréquemment sur les souches B, sélectionnées consécutivement aux
mutations majeures de résistance aux IP pour l'amélioration du fitness viral. Il est donc utile
d'étudier l'implication de ces mutations sur les souches non-B. Nous avons montré qu'elles
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n'apparaissent pas affaiblir la sensibilité aux IP, cependant, ces données seront vérifiées par la
technique RVA. Certaines équipes montrent leur implication dans l'échec virologique, mais
d'autres sont en désaccord. Nous étudierons in vitro par induction de résistance sur des
souches non-B (avec un nombre croissant de mutations mineures sur la protéase) la rapidité à
laquelle les souches deviennent résistantes par rapport aux souches B. Il est certain que ces
mutations sont difficiles à étudier in vivo, nécessitant le suivi de nombreuses cohortes. Le fait
que les traitements sont très divers ainsi que la nature des souches HIV, la comparaison des
résultats est fastidieuse.
Nous avons suivi des expériences thérapeutiques en Afrique de l'Ouest et centrale
(Sénégal et Gabon) pour évaluer la réponse virologique aux traitements des patients infectés
par des souches non-B. De plus, l'observatoire des résistances aux antirétroviraux mis en
place en Afrique nous permettra de continuer les analyses sur l'émergence de variants
résistants, notamment au Sénégal, au Burkina Faso et au Cameroun, autant pour mettre en
évidence la variabilité génétique du HIV-1 que la sélection de mutations de résistance chez
des souches non-B. Nous suivons actuellement une expérience au Cameroun (données en
cours d'étude), permettant d'étudier la réponse thérapeutique chez des patients infectés par des
souches HIV-1 plus divergentes. De plus, cette expérience englobe des femmes enceintes
recevant de la névirapine pour prévenir la transmission mère-enfant, pouvant donner des
informations intéressantes sur le développement de résistance des souches non-B à la
névirapine ou aux INNRT. L’échec virologique d’une thérapie antirétrovirale est fréquent en
clinique, souvent associé à l’émergence de la résistance aux molécules. La résistance est le
résultat évolutionnaire d’une sélection basée sur le fitness du virus muté qui peut se propager
sous pression thérapeutique. Nos études au Gabon et au Sénégal montrent que le suivi
biologique et l'utilisation appropriée des antirétroviraux peuvent prévenir l'émergence des
résistances. Il est nécessaire que des recommandations soient faites dans le contexte africain
afin d'éviter une forte émergence de résistances aux antirétroviraux. Ces études sur les
résistances soulèvent un important problème d'interprétations des mutations de résistance,
notamment des discordances selon les algorithmes.
Toutes ces études, autant sur les propriétés biologiques que sur le fitness viral et la
sélection des mutations de résistance sous pression thérapeutique, sont d'autant plus
fastidieuses que de multiples facteurs interviennent, autant des facteurs liés au virus que des
facteurs liés à l'hôte. Un virus pourrait prendre l'avantage sur un autre, tel un virus résistant à
des molécules sur un virus sauvage ou un virus sur un autre lors d'une co-infection. Cela
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pourrait être le fait d'un meilleur fitness, terme référant à l’habilité du virus à se répliquer dans
un environnement donné, in vivo, dépendant de l’interaction de nombreux facteurs viraux
(capacité de réplication, taux de mutation, tropisme cellulaire) et de l’hôte ("background
génétique", contrôle immunitaire, disponibilité de la souche cible). Une forme virale devenant
prédominante ne peut sans doute être due qu'à des propriétés biologiques mais également à
des facteurs historiques, comportementaux…
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